Aus dem Institut fur Pathologie im Klinikum Augsburg
Akademisches Lehrkrankenhaus der Medizinischen Fakultat
der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
Chefarzt Prof. Dr. med. Bruno Markl

Immunhistochemische Analyse tumorinfiltrierender
Lymphozyten (TIL) der T-Zellreine CD3 und CD8 beim nodal-
negativen Kolonkarzinom mittels automatisierter

Bilddatenauswertung und deren prognostische Bedeutung

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Miinchen

vorgelegt von

Johanna Wieberneit
aus Augsburg

2019



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultét

der Universitat Minchen

Berichterstatter: Prof. Dr. Bruno Markl

Mitberichterstatter: Prof. Dr. Anno Graser, Prof. Dr. Andreas Jung,
Prof. Dr. Ludger Klein

Dekan: Prof. Dr. med. dent. Reinhard Hickel

Tag der mindlichen Prufung: 25.07.2019



Meinen lieben Eltern gewidmet.



Inhalt

I =TT o1 1= (8o USSR 1
I = o] T (=T o 0T To] [0 = USSR 3
1.2 PAtNOGENESE ...ttt bbb bbbt 4
1.3 Hereditare Formen des KolonKarzinOms ............cccovveieiinienic i 6
1.4 RISIKOTAKEOTEN ...t nneas 8
1.5 MBKIOSKOPIE ...ttt 8
GRS (0] [T = USSR 9
1.7 StadieneINtEIIUNG ......eoiviiieiiee ettt re e sneenreas 9
1.8 KINTK ottt ettt sttt ne et 11
1.9 DiagnoStik UNG SCrEENING ........eiieiieieiieeie e e et ae e e ens 11
IO 0 T=T =T ST 13

1.11 Optimierung der Lymphknotenausbeute und das Stadienmigrationsphdnomen .14
1.12 Das Immunsystem — Storfaktor zwischen Lymphknotenausbeute und

VErDESSErteM UDEIIBDEN ..........vveceeveieeeeeecteie ettt 16
1.12.1 Widerlegung des StadienmigrationSphanomens ...........cccocoeveveninennciennenn 16
1.12.2 Immunsystem allgemein .........cocooiiiiiiiiie e 17
1.12.3 Immunsystem UNd TUMOTEN .......couveiuiiieiieeie e e se e s nne e 18

2. Material und MEtNOTEN .........ccoiviiiiiiiiiee e 22

2.1 PatientenKOIEKEIV ......cc.ooviiiiiiiiceeeeee e 22

2.2 Histopathologische Bearbeitung und Morphometrie..........cccooevvveieiieve e s, 22
2.2.1 HistologisChes VOrgenen...........cooiiiiiiiiiiie e 22
2.2.2 Histopathologische Bearbeitung ..........cocooeiiiiiiiiiineeeee e, 23

2.3 Immunhistochemische FArDUNG ..ot 24

2.4 Z&hlen der Lymphozyten und die digitale Bildanalyse mit ImageJ ...................... 25

T L £ 1 | G SR 31

K = (0 1=Y o a1 TSIY USROS 32

3.1 Patienten und FOHOW-UD ........oooueiieieicceece e 32

3.2 Zahlen der intratumoralen Lymphozyten und Digitale Bildanalyse...................... 33

3.3 Infiltrationsdichte intratumoraler Lyphozyten (ITL) .......ccccccevvvevieveiieieece e, 35

3.4 Intratumorale Lymphozyten vs. Qualitative ITL Einschatzung und Crohn-ahnliche

ENEZUNAUNG ..ttt 38

3.5 Intratumorale Lymphozyten vs. Lymphknotenausbeute und LN5 ..., 39

3.6 MMR-Status VS. ITL UNA LINS ....oooiiiiecieece e 41

3.7 UDErIEDENSANAIYSE ...ttt 43

4. DISKUSSTON ...ttt sttt sttt b e bttt e bt et se e bt e b e nne e b e e besneenreas 49

4.1 Krebsforschung jenseits der TUmMOrzelle ... 49



4.2 Immunosurveillance - kérpereigene Immunabwehr gegen Tumoren.................... 50

4.3 Immunoediting — Der Wirt formt seinen TUMOX ........ccccovvevieiieireie e 51
4.4 Das Immunsystem als konfundierende Variable zwischen Lymphknotengrolie,
Lymphknotenausbeute und Prognose ..........cccueiveiiiieieeie e 53
4.5 Bestimmung der Lymphozytenzahlen mittels digitaler Bildanalyse ..................... 55
4.6 LymphknotengréRe und IMmuNantWort ............ccooveveiieeneeiee e 57
4.7 Zusammenhé&nge zwischen Mismatch-Repair System und Immunantwort........... 58
4.8 Mikroumgebung des Tumors und Prognose - Zusammenhénge anhand von Scoring-
SYSTBIMEBN ... 59
4.9 TNM-Immune — ein internationales Klassifikationssystem basierend auf dem
IMIMUNSCOTE ...ttt e ab e e b e s be e e s br e e e nneeenes 64
4.10 Aufgeworfene Fragen und Konsequenzen der Arbeit ........cocoovvivinininiicienenn 66
4.10.1 Anwendbarkeit und Limitierungen der Methode...........cccoceviiiniiiiicienen, 66
4.10.2 Konsequenzen fur Diagnostik und Therapie des Kolonkarzinoms............... 67

5. ZUSAMMENTASSUNG ...vvevieee ettt st et e e sre et e sre e reeaeeneenreas 71
B. LItEratUrVerZEICHNIS .....ccvviieieiecie e 73
7. AbDIldUNGSVEIZEICANIS ... 82
8. TabellENVEIZEICNNIS .....eoviiie et ee e 85
9. ADKUIrZUNGSVEIZEICANIS ..o 86

10. DANKSAGUING ...ttt bbbttt nb ettt 87



1. Einleitung

Taglich entstehen im Korper Krebszellen — aufgrund einer genetischen Veranlagung, als
Folge von Fehlern bei der Zellteilung oder auch durch &uRere Einflusse wie
Zigarettenrauch oder Strahlung. In der Regel eliminiert unser Immunsystem diese Zellen
umgehend. In bestimmten Féllen kdnnen sie aber der Immunabwehr entgehen und zu
einem bosartigen Tumor heranwachsen. Ist es erst einmal zur Entstehung eines Tumors
gekommen, spielt das Immunsystem im Hinblick auf die Prognose jedoch weiter eine
entscheidende Rolle, die man sich zunehmend auch in der Therapie von bdsartigen

Tumoren zunutze macht. (1, 2)

Den Lymphknoten als Ort der Auseinandersetzung und Reifung von spezifischen
korpereigenen Abwehrzellen kommt bei vielen Tumoren, so auch bei Karzinomen des
Dickdarms, einen grof3e Bedeutung zu; unter anderem stellt ein Befall von Lymphknoten
mit Tumorzellen ein entscheidendes prognostisches Kriterium dar. Gleichzeitig zeugen
vergroRerte Lymphknoten im Zusammenhang mit entzundlichen oder tumordsen
Erkrankungen von einer gesteigerten lokalen Proliferation und Ansammlung von Zellen

des Immunsystems; diese setzen sich vorwiegend aus Lymphozyten zusammen.

Dieser Arbeit vorausgehende Studien konnten bereits eine Assoziation zwischen
vergroRerten Lymphknoten — im Sinne eines makroskopischen Aspektes einer starken
Immunantwort — und einem verbesserten Outcome auch bei Patienten mit nodal-
negativem Kolonkarzinom feststellen. (3, 4) Neben der GroRe von Lymphknoten als
Marker einer gesteigerten Immunantwort sollen in dieser Arbeit weitere Aspekte der
tumorassoziierten Immunreaktion und deren Einfluss auf die Prognose untersucht
werden. Vielfach lassen sich zellulédre Bestandteile der Immunabwehr in Form von
Lymphozyten bei der histopathologischen Aufarbeitung nicht nur in Lymphknoten,
sondern auch im Tumorgewebe selbst nachweisen. Dies deutet auf eine spezifische
Auseinandersetzung des Immunsystems mit Zellen des Tumors hin. Hohe Zellzahlen von
Lymphozyten im Tumorgewebe lassen somit eine starke Auseinandersetzung des

Immunsystems mit dem Tumorgewebe vermuten.

In diese Arbeit soll nun die Hypothese Uberprift werden, inwieweit das Ausmald der
Immunantwort mit der Prognose beim Kolonkarzinom korreliert. Als Parameter fur die

Bestimmung der Immunaktivitdt sollen unter anderem LymphknotengroRe,



Lymphknotenausbeute sowie die Dichte tumorinfiltrierender Lymphozyten im Tumor

dienen.

Es wird die Hypothese aufgestellt, dass eine starke Immunantwort sich positiv auf die
Prognose von Patienten mit nodal-negativem Kolonkarzinom auswirkt und die

Auspragung der Parameter einer solchen Immunantwort miteinander assoziiert sind.



1.1 Epidemiologie

Das Kolonkarzinom gehort bei beiden Geschlechtern zu den hdufigsten
Tumorerkrankungen. Bei Mé&nnern stellt es die dritthaufigste, bei Frauen sogar die
zweithaufigste Krebserkrankung dar. Lediglich das Prostatakarzinom und das
Bronchialkarzinom bei Mannern und das Mammakarzinom bei Frauen treten haufiger
auf. Das mittlere Erkrankungsalter der Manner liegt bei 70,3 Jahren; das der Frauen bei
72,9 Jahren. Im Jahre 2013 lag die Anzahl der Neuerkrankungen in Deutschland bei
62.400 Menschen, wobei Manner mit 34.050 Neuerkrankungen etwas haufiger betroffen
waren als Frauen. Wahrend die Anzahl der Neuerkrankungen in Deutschland seit 1970
zundchst anstieg, lasst sich eine Abnahme der Inzidenz des Kolonkarzinoms feststellen.
Im Jahre 2008 lag die Inzidenz noch bei 65.000. In der Zeitspanne zwischen 2003 und
2013 sanken die Neuerkrankungen bei Méannern um 1,7% und bei Frauen um 2%.
Gleichzeitig stieg die Anzahl der diagnostizierten in-situ Tumoren, was den 2002
eingefiihrten Vorsorge Koloskopien zugesprochen wird. (5) Die folgende Graphik des
Robert-Koch Instituts zeigt die altersstandardisierten Neuerkrankungsraten der Jahre
1999 bis 2013 basierend auf den Daten des Krebsregisters. (Abb.1)
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Abbildung 1: Altersstandardisierte Neuerkrankungen des Kolonkarzinoms in Deutschland zwischen 1999
und 2013(5)

Seit den 1990er Jahren gehen auch die Sterberaten deutlich zuriick. Die relative 5-Jahres-

Uberlebensrate des Kolonkarzinoms liegt bei 63%. (5)

Die folgende Tabelle des Robert-Koch Instituts fasst die epidemiologischen Kennzahlen
des Kolonkarzinoms aus dem Jahr 2013 zusammen. (Abb. 2)



Neuerkrankungen Frauen Manner Sterbefille Frauen Manner

Absolute Zah 28.360 34.050 Absoclute Zahl 12.085% 13.608
Mittleres Erkrankungsalter 729 703 Mittleres Sterbealter 781 740
Rohe Rate 68,9 86,3 Rohe Rate 203 345
Altersstandardisierte Rate 36,3 56,6 Altersstandardisierte Rate 13,0 FAR
Aktueller Trend' -2,0% -1,7% Aktueller Trend -3,1% -2,4%
Altersstandardisierte Rate {EU) 36,1 58,0 Altersstandardisierte Rate (EU) 13,8 23,8
Prognose filr 2020 (absolute Zahl) 25.700 32.400 Aktueller Trend (EU)' -1,5% -1,1%
Uberleben Pravalenz

Relatives 5-|ahres-Uberleben 63% 63% 5-Jahres-Pravalenz 95120 114.190
Relatives 10-]ahres-Uberleben 60% 57% 10-Jahres-Privalenz 162.180 189.340

' durchschnittliche jahrliche Veranderung der altersstandardisierten Rate zwischen 2003 und 2013

Abbildung 2: Epidemiologische Kennzahlen des Kolonkarzinoms (2013) (5)

1.2 Pathogenese

Klassischerweise entstehen Kolonkarzinome tiber einen langen Zeitraum von meist 10-
15 Jahren aus benignen Vorlauferl&sionen, den Adenomen. Adenome kénnen flach sein
(flat adenomas) oder sie wachsen in das Darmlumen hinein und werden dann als Polypen
bezeichnet. Adenome im Kolon und Rektum sind sehr h&ufig. Sie treten bei ca. 15% der
50-75 jahrigen und bei ca. 40% der Uber 80 jahrigen auf. (6) Histologisch gesehen
unterscheidet man beim klassischen Adenom tubul&re (50-72%), tubulovillése (22—30%)
und villése Adenome (5,5-15%). (7) Das Risiko der malignen Entartung steigt mit der
Grolie des Adenoms. Zudem gehen ein villses Wachstem und das Vorkommen mehrerer
Adenome mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit der Entartung einher. So entarten
tubulére Adenome < 1cm nur in 1-2%, wéhrend villése Adenome > 2cm in mehr als der
Hélfte der Félle zum invasiven Karzinom werden. (8) Die Entwicklung vom gutartigen
Adenom zum Karzinom wird als Adenom-Karzinom-Sequenz bezeichnet und wurde
erstmalig 1990 von Fearon und Vogelstein beschrieben. (9) Zunéchst entsteht eine
Dyplasie bzw. intraepitheliale Neoplasie (IEN) - eine Proliferation des Epithels mit
atypischen Zellen, die definitionsgemaR nur in der Mukosa besteht und die Submukosa
noch nicht erreicht. Der Grad der Zellatypie nimmt im weiteren zeitlichen Verlauf zu.
Aus einer low-grade IEN entsteht die high-grade IEN, bei der sich die Zellkerne
vergroRert und pleomorph darstellen und die Zellpolaritat im gesamten Epithel verloren
geht. Hieraus kann sich letztlich ein invasives Karzinom entwickeln, das zur
Metastasierung fahig ist und definitionsgemall auch die Submukosa oder weitere
Darmwandschichten beféllt. Die Entwicklung vom Adenom zum Karzinom ist auf eine
Abfolge verschiedener genetischer Mutationen zuriickzufiihren, bei denen es sowohl zur
4



Aktivierung von Onkogenen als auch zu einer Inaktivierung von Tumorsupressorgenen
kommt. Die erste Stufe ist hufig eine Mutation auf Chromosom 5 mit Verlust des APC-
Gens. Mdgliche Grunde fur diese Mutation sind Kanzerogene wie Rauchen, tibermaliiger
Alkoholgenuss oder heterozyklische Amine. In der Folge koénnen unter anderem
Mutationen des K-RAS Onkogens auf Chromosom 12 und des DCC Tumorsupressorgens
auf Chromosom 18 auftreten. Der Entwicklungsschritt vom fortgeschrittenen Adenom
zum Karzinom erfolgt dann wie in der Abb. 3 ersichtlich durch eine Mutation von p53.
(10)

Mismatch-Repair
Geninaktivierung

Vet

Chromosom: 5q 12q 18q 17p
Alteration:  Mutation und Verlust Mutation Verlust Mutation und Verlust
Gen: APC K-RAS ?DCC/DPC4/SMAD2? p53
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alterierte DNA andere genetische
Methylierung Alteration

(z.B.TGF-B Typ Il Rec)

Abbildung 3: Entwicklungsschritte vom normalen Darmepithel zum Kolonkarzinom (6)

Bei dieser klassischen Art der Tumorprogression spricht man auch von ,,gatekeeper-
pathway“. (7) Dem gegeniiber steht der ,,caretaker-pathway®, dem eine Mutation der
Mismatch-repair (MMR)-Proteine, wie z.B. MLH-1 zugrunde liegt, wodurch
Replikationsfehler im Rahmen der Zellteilung nicht mehr korrekt repariert werden
konnen und es somit zu Transskriptionsfehlern in sich h&ufig replizierenden Zellen wie
Mukosazellen kommt Die Folge ist unter anderem eine sog. Mikrosatelliteninstabilitat
(MSI), d.h. Veranderungen in den repetitiven, nicht-kodierenden DNA-Abschnitten. Der
MSI liegt entweder eine Keimbahnmutation zugrunde, wie es beim Lynch-Syndrom der
Fall ist, oder weitaus haufiger eine Hypermethylierung der CpG-Inseln in der
Promoterregion der MMR-Gene. Man spricht dann vom CpG-Island-Methylator-
Phénotyp (CIMP). Anders als die Adenom-Karzinom-Sequenz hat der serratierte
Karzinogeneseweg seinen Ursprung in sessilen oder reguldren serratierten Adenomen
und ist fr ca. 12% der KRK verantwortlich. Typisch daftir sind ein CIMP, eine Mutation

des Protoonkogens B-RAF und die auffallig haufig rechtsseitige Lage des Tumors. Im



Gegensatz zu den auf sessilen serratierten Adenomen basierenden Karzinomen weisen
jene Karzinome, die ihren Ursprung im traditionell serratierten Adenom haben, nur eine
geringe Mikrosatelliteninstabilitat auf (MSI-low). (10) In Tabelle 1 sind die Eckdaten der

genetischen Pathogenese des Kolonkarzinoms zusammengefasst.

Tab.1 Gruppeneinteilung der kolorektalen Karzinome anhand ihrer molekularbiolo-

gischen Pathogenese [3]

Gruppe 1 Gruppe2  Gruppe3  Gruppe4  Gruppe5

Klassischer HNPCC- ,serrated »serrated
Pathway Syndrom pathway”  pathway”
MSI-Status MSS MSI-H MSI-H MSS/MSI-L - MSS/MSI-L
CPG-Island-Methylierung  Keine Keine +++ +++ ++
Chromosomale Stabilitit  An >Dip Dip >An Dip >An Dip >An An >Dip
Aneuploidie (An)
Diploidie (Dip)
Mutationen
APC +++ ++ +/- +/- T
K-RAS ++ ++ - + +++
B-RAF — — +H+ ++ —
p53 +++ + = “r ++
Vorlauferlasion Klassisches  Klasssches.  SSA TSA Verschie-
Adenom Adenom den

+ gering, ++ malig, +++ stark, — fehlend, MSS mikrosatellitenstabil, MSI-H hochgradig mikrosatelliteninstabil,
MSI-L gering mikrosatelliteninstabil.

Tabelle 1: Einteilung gemé&R der Pathogenese des Kolonkarzinoms (10)

1.3 Hereditare Formen des Kolonkarzinoms

Etwa 5-10% der Kolonkarzinome liegen genetische Syndrome, wie beispielsweise die
obligate Prékanzerose Familidre adenomatdse Polyposis (FAP) oder das Hereditére,
nichtpolypdse Kolonkarzinom-Syndrom (HNPCC), zugrunde. Bei der FAP kommt es zu
einer autosomal-dominant vererbten Mutation im Tumorsupressorgen APC. In einem
Viertel der Félle entsteht die Krankheit auch durch eine Neumutation. Charakteristisch
flr diese Erkrankung ist das Auftreten von meist Gber 100 Adenomen im Kolon und
Rektum, gelegentlich auch in weiter proximalen Abschnitten des Gastrointestinaltrakts.
Mit fast 100%iger Sicherheit kommt es zur Ausbildung eines Kolonkarzinoms;
typischerweise im Alter zwischen 35 und 40 Jahren. Aus diesem Grund wird bei den
Patienten nach der Pubertat meist eine Proktokolektomie durchgefiihrt. Risikopatienten,
bei denen der Gendefekt nicht ausgeschlossen werden konnte, wird préventiv ab dem 10.

Lebensjahr eine jahrliche Rektosigmoidoskopie empfohlen. Beim Nachweis von



Rektumpolypen folgt die komplette Koloskopie. Das hereditére, nichtpolypose
Kolonkarzinom-Syndrom (HNPCC), welches in 80% der Falle zum Kolonkarzinom fiihrt
hat seinen Ursprung in einer autosomal-dominant vererbten Mutation einiger DNA-
Reparaturproteine, wie MLH1, MSH2, MSH6. Auch firr weitere Karzinome, wie das
Ovarial-, das Magen-, oder das Endometriumkarzinom besteht ein gesteigertes Risiko.
Insbesondere fur das Endometriumkarzinom liegt das Lebenszeitrisiko bei HNPCC-
Patienten bei 50-60%. Das Kolonkarzinom tritt durchschnittlich im Alter von 45 Jahren
auf. Um ein HNPCC diagnostizieren zu kénnen, wurden die Amsterdam- und spater die
Bethesda-Kriterien eingefiihrt. Fir eine Diagnose mussen alle der folgenden Amsterdam

Il Kriterien erfullt sein:

e Mindestens 3 Familienmitglieder sind an Karzinomen erkrankt, die mit HNPCC

in Verbindung gebracht werden

e einer der Betroffenen ist mit den beiden anderen erstgradig verwandt

e Mindestens 2 aufeinanderfolgende Generationen sind betroffen

e Mindestens 1 Patient wurde vor dem 50. Lebensjahr mit dem Tumor

diagnostiziert

Bei den veralteten Amsterdam | Kriterien wurden lediglich Kolonkarzinome
bertcksichtigt, nicht jedoch extrakolische Tumoren. Die neueren Bethesda-Kriterien
ermoglichen eine Diagnose auch bei kleineren Familien und ziehen im positiven Fall

weitere Untersuchungen nach sich. (10-12)

Auch unabhéangig von definierten genetischen Syndromen besteht wie bei vielen anderen
Tumoren, auch beim KRK eine erbliche Komponente. Wahrend das Karzinomrisiko der
Normalbevolkerung bei 6%  liegt, haben Menschen, die zu einem
Kolonkarzinompatienten erstgradig verwandt sind, ein doppelt so hohes Risiko im Laufe
ihres Lebens ebenfalls an einem KRK zu erkranken. Die Wahrscheinlichkeit hangt hierbei
vom Erkrankungsalter des betroffen Verwandten ab. Tritt bei besagten erstgradigen
Verwandten das Karzinom vor dem 60. Lebensjahr auf, kommt es zu einer 3-4 fachen

Risikosteigerung. (12)



1.4 Risikofaktoren

Allgemeine Risikofaktoren an einem sporadischen Kolonkarzinom zu erkranken, stellen
eine ballaststoffarme, fettreiche und fleischreiche Ernéhrung dar. Besonders dem Verzehr
von rotem Fleisch wird ein starker Zusammenhang mit dem Kolonkarzinom
zugesprochen. Wie bei vielen anderen Tumoren erhéhen auch ein vermehrter Nikotin-
und Alkoholkonsum sowie Ubergewicht das Tumorrisiko. (13) 1-2% der
Kolonkarzinome entstehen als Folge einer chronisch-entziindlichen Darmerkrankung.
Besonders die Colitis ulcerosa stellt ein erhohtes Risiko dar, wobei die
Karzinomwahrscheinlichkeit mit dem Ausmal des entziindlichen Befalls und der Dauer
der Erkrankung weiter ansteigt. Liegt eine 30 Jahre bestehende Entziindung des gesamten
Kolons vor, liegt das Karzinomrisiko bereits bei 18%. Weitere Risikoerkrankungen
stellen Adenome im Dick- und Enddarm und andere Krebserkrankungen, wie z.B. das

Mamma- oder Ovarialkarzinom dar. (7)

Als protektive Faktoren konnen hingegen korperliche Aktivitat (13) und eine
ballaststoffreiche Erndhrung angesehen werden. (14) Auch Vitamin D hat einen
protektiven Effekt. So konnte eine 72%ige Risikoreduktion des Kolonkarzinoms bei

Vitamin D- Spiegeln von tber 80 nmol/L festgestellt werden. (15)

1.5 Makroskopie

Obwohl das Kolon- und das Rektumkarzinom bezuglich ihrer Pathogenese
zusammengefasst werden konnen, werden sie beziglich ihrer makroskopischen
Lokalisation dennoch unterschieden. Definitionsgemal liegen die Rektumkarzinome mit
ihrem aboralen Tumorrand 16cm oder weniger von der Anokutanlinie entfernt. Circa 50%
der KRK befinden sich im Rektum, 20% im Sigma, 15% im Colon ascendens, 8% im
Colon transversum und 7% im Colon descendens. (7) Makroskopisch unterscheidet man
zwischen ulzeros-zerfallenden Karzinomen, polypds-exophytischen Karzinomen, die in
das Darmlumen hineinwachsen und den nur sehr selten auftretenden diffus-infiltrierenden
Karzinomen. Zwei Drittel aller KRK fallen in die Kategorie der ulzerts-zerfallenden
Karzinome, die durch schisselformige Ulzerationen mit prominentem Randwall

charakterisiert sind. (8)



1.6 Histologie

Histologisch betrachtet ist das Adenokarzinom, das in 80-85% der Kolonkarzinome und
in 85-90% der Rektumkarzinome auftritt, die mit Abstand haufigste Variante des KRK.
3,6% aller kolorektalen Karzinome gehdren zu den medullaren Adenokarzinomen. Sie
zeichnen sich durch haufig rechtsseitige Lokalisation und eine sehr giinstige Prognose
aus. In diesem Zusammenhang ist bereits erwéhnenswert, dass die tumorinfiltrierenden
Lymphozyten bei diesem Karzinom in besonders hoher Zahl auftreten. Charakteristisch
fir das muzindse Karzinom ist der extrazelluldre Schleim. Fir die Klassifizierung als
muzindses Adenokarzinom mussen definitionsgemaR tber 50% des Tumors muzinds
differenziert sein. Wéhrend diese Karzinome bei hoher Mikrosatelliteninstabilitat (MSI-
high) noch eine recht gute Prognose aufweisen, werden muzindse Adenokarzinome mit
Mikrosatellitenstabilitat (MSS) als High-grade- Karzinome mit sehr schlechtem Outcome
eingestuft. Auch beim sehr seltenen Siegelringzellkarzinom differenziert der MSI-Status
die Prognose in ahnlicher Weise. Das serratierte Adenokarzinom ist eine weitere
Variante, die ca. 7,5% aller kolorektalen Karzinome ausmacht. Man unterscheidet hier
zwischen zwei molekularen Subtypen, die sich wesentlich in ihrer Prognose
unterscheiden. In 80% der serratierten Adenokarzinome liegt ein Hochrisikosubtyp mit
einer 5-Jahres-Uberlebensrate von unter 30% vor, der meist im linken Kolon lokalisiert
und mikrosatellitenstabil ist. Als Vorlauferlasion fallt meist das traditionell serratierte
Adenom auf. Der wesentlich seltenere Niedrigrisikosubtyp des serratierten KRK befindet
sich meist rechtsseitig, weist meist eine Mikrosatelliteninstabilitat auf und hat mit einer
5-Jahres-Uberlebensrate von lber 70% eine weitaus bessere Prognose. Zu den seltenen
Varianten des KRK gehoren zudem das adenosquamdse Karzinom, welches
Adenokarzinom- und Plattenepithelkarzinomanteile aufweist, das spindelzellige
Karzinom und das reine Plattenepithelkarzinom. Erwéhnenswert sind zudem das
mikropapillare Karzinom, dessen Tumorzellen immunhistologisch Villin und MUC-1
exprimieren, sowie das undifferenzierte Karzinom, das meist mikrosatellitenstabil ist und

leicht mit Lymphomen oder leukamischen Infiltraten verwechselt werden kann. (8)

1.7 Stadieneinteilung

Um die Ausbreitung eines KRK zu beschreiben wird die TNM Kilassifikation
herangezogen. Das ,T* beschreibt die Eindringtiefe des Tumors in die Darmwand, das
,N* den Befall der Lymphknoten und das ,M* die Metastasierung. (Tabelle 2) Auf der



Basis der TNM-Angaben wurde von der UICC (Union for International Cancer Control)

eine Stadieneinteilung entwickelt. (Tabelle 3)

TIS Carcinoma in situ: Epithel bis zur Lamina propria

T1 Submukosa

T2 Muskularis propria

T3 Subserosa

T4a Viszerales Peritoneum

T4b Benachbarte Strukturen

NO Keine Lymphknotenmetastasen

Nla 1LK

N1b 2-3 LK

Nlc Tumorknoétchen/  Satelliten in  der Subserosa oder in nicht

peritonealisiertem Fettgewebe ohne regiondarem LK-Befall
N2c 4-6 LK

N2b 7 LK oder mehr

MO Keine Fernmetastasen

M1la 1 Organ von Fernmetastasen Befallen (kein Befall des Peritoneums)
M1b Fernmetastasen in mehr als 1 Organ

M1lc Metastasen im Peritoneum (mit oder ohne weitere Organbeteiligung)

Tabelle 2: TNM — Klassifikation( UICC, 2016)(16)

Stage 0 Tis NO MO
Stage I T1,T2 NO MO
Stage 11 T3, T4 NO MO
Stage IIA T3 NO MO
Stage IIB T4a NO MO
Stage IIC T4b NO MO
Stage III AnyT N1, N2 MO
Stage IIIA T1,T2 N1 MO
Tl N2a MO
Stage IIIB T1,T2 N2b MO
T2,T3 N2a MO
T3, T4a N1 MO
Stage IIIC T3, T4a N2b MO
T4a N2a MO
T4b N1, N2 MO
Stage IV Any T Any N M1
Stage IVA Any T Any N Mla
Stage IVB AnyT Any N M1b
Stage IVC Any T Any N Milc

Tabelle 3: Einteilung nach UICC (2016) (16)
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Kolonkarzinomes werden ebenso wie die meisten malignen Tumoren graduiert
(,,gegradet™). Dies gilt allerdings ausschlieBlich fiir Tumoren mit konventioneller
Histologie Hierbei wird der Grad der Tumordifferenzierung bestimmt und in vier
Kategorien eingeteilt. G1 = gut differenziert; G2 = maRig differenziert; G3 = schlecht
differenziert und G4 = undifferenziert. Auch eine zweistufige Einteilung ist gebrauchlich,
wobei hier G1 und G2 zu ,,low-grade*- und G3 und G4 zu ,,high-grade® - Tumoren
zusammengefasst werden. Entscheidend ist hier der prozentuale Anteil an drusig
diffenrenzierten Karzinomanteilen. Spezielle Tumortypen (z.B. mikropapilldre Tumoren)
sind nicht graduiert. Alle mikrosatelliteninstabilen Tumoren sind als low-grade zu
klassifizieren. (8, 17)

1.8 Klinik

Beim KRK gibt es keine eindeutigen und frihzeitigen Symptome. Ein verdachtiger
Hinweis ist oft die Blutbeimengung im Stuhl. Wéhrend dies beim Rektumkarzinom
haufiger vorkommt, findet man bei nur 1/6 der rechtsseitigen Kolonkarzinome Blut im
Stuhl, weshalb ein Kolonkarzinom auch bei fehlendem Blutnachweis nicht
ausgeschlossen werden kann. Weitere unspezifische Symptome sind jegliche
Anderungen der Stuhlgewohnheiten wie beispielsweise der Wechsel zwischen
Obstipation und Diarrhoe. Haufig liefert auch die chronische Anédmie den ersten Hinweis
auf eine intestinale Blutung und damit auf das Kolonkarzinom. Besonders bei einer
mikrozytaren hypochromen Andmie (Eisenmangelandmie) sollte immer auch an eine
gastrointestinale Blutung durch einen Tumor gedacht werden. Tumoren im Colon
ascendens bleiben bezlglich der Stuhlgewohnheiten lange asymptomatisch und werden
oft erst durch Symptome einer chronischen Andamie wie Fatigue, und mangelnde
Belastbarkeit auffallig. Im spaten Stadium kann das Kolonkarzinom durch
Gewichtsabnahme oder Symptome eines tumorbedingten  Darmverschlusses
symptomatisch werden. (13) Da die Symptome erst spat und uncharakteristisch auftreten,
spielen VVorsorgeuntersuchungen eine wichtige Rolle, um Karzinome in einem maoglichst

friihen Stadium zu diagnostizieren.

1.9 Diagnostik und Screening
Erste diagnostische MalRnahmen bei den oben genannten klinischen Symptomen sind eine

digitale rektale Untersuchung und ein FOBT (fecal occult blood test), der
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Blutbeimengung im Stuhl nachweisen kann. Der FOBT weist die Aktivitat der Peroxidase
des H&ms im Stuhl nach. Der diagnostische Goldstandard beim Kolonkarzinom ist jedoch
die Endoskopie, die auch diagnostische Biopsien und somit eine sichere
histopathologische Diagnose erlaubt. Zudem kdnnen auf diese Weise Adenome bzw.
Polypen, oder Frihformen von Tumoren mit Dysplasien oder ein Carcinoma in situ
bereits therapeutisch entfernt werden. (13) Eine Alternative zur klassischen Koloskopie
stellt die virtuelle Koloskopie mittels CT dar. Die Untersuchung ist zwar weniger invasiv,
Polypen konnen jedoch nicht abgetragen werden und erfordern bei Detektion eine
zusatzliche Koloskopie. (18) Bei gesichertem Kolonkarzinom gehdéren ein CT des Thorax
und Abdomen zum préoperativem Staging um mogliche Fernmetastasen zu detektieren.
Beim Rektumkarzinom werden zudem noch eine starre Rektoskopie, ein Becken-MRT
und eine Endosonographie durchgefuhrt, um die onkologische Resektabilitat im Hinblick
auf die mesorektale Faszie und eine sphinktererhaltende Therapie festlegen zu kénnen.
Weiter wird dadurch die Entscheidung zur eventuellen Durchfihrung einer
neoadjuvanten Therapie determiniert. (13) Géngige Tumormarker Kkolorektaler
Karzinome stellen das CEA und CA19/9 dar. CEA (Carcinoembryonales Antigen) ist ein
Oberflachen-Glykoprotein, das als interzellulares Adhésionsmolekul zwischen
Kolonkarzinomzellen fungiert und zudem als Tumormarker des KRK dient. (19) CEA ist
wie viele andere Tumormarker nicht tumorspezifisch und kann auch bei anderen
Tumoren wie dem Magen-, Pankreas-, oder Mammakarzinom oder auch bei chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen erhoht sein. Zudem lassen sich auch bei benignen
Lebererkrankungen sowie bei sonst gesunden Rauchern oft erh6he Werte feststellen. Die
Bedeutung dieser Tumormarker liegt vorwiegend in der Tumornachsorge, da ein Anstieg
nach erfolgreicher Tumorresektion fur ein Tumorrezidiv oder eine Fernmetastasierung
sprechen kann. Bezuglich der Beurteilung eines Tumorrezidivs weist das CEA eine
Sensitivitat von 80% und eine Spezifitat von 70% auf. Der CEA-Wert korreliert mit dem
Fortschreiten des Karzinoms und hat seine Bedeutung in der Fruherkennung von

Lebermetastasen. (20)

Besonders beim Kolonkarzinom spielen Vorsorgeuntersuchungen und Screening eine
wichtige Rolle, da es zum einen sehr hdufig vorkommt und sich zum anderen tber die
Adenom-Karzinom-Sequenz Uber einen ldngeren Zeitraum (meist 10-15 Jahre)
entwickelt, wahrend dessen das Karzinom oder dessen Vorldufer entdeckt und
idealerweise therapiert werden kénnen. Die VVorsorgekoloskopie, die leitliniengemal alle
10 Jahre durchgefiihrt werden soll, wird von der gesetzlichen Krankenkasse in
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Deutschland ab einem Alter von 55 Jahren Gbernommen. Aus Sicht der Leitlinien wird
die Koloskopie jedoch bereits ab 50 Jahren empfohlen, da durch sie die Entwicklung zum
Karzinom in 2/3 der Félle verhindert werden kann. Die Mortalitat des KRK kann so um
31% gesenkt werden. (21, 22)

1.10 Therapie

Im nicht fernmetastasierten Tumorstadium ist die radikale chirurgische Therapie die
einzige Therapieform, die eine vollstdndige Heilung des Tumorleidens erreichen kann.
Diese beinhaltet beim Kolonkarzinom die Einhaltung von ausreichend grof3en
Sicherheitsabstanden zum Tumor (minimal 5 cm) entsprechend der Darmvaskularisation
und eine komplette mesokolische Exzision zur Gewéhrleistung der vollstandigen
Lymphadenektomie. Beim Rektumkarzinom erfolgt neben der Resektion des
Primartumors im Gesunden eine partielle oder totale mesorektale Exzision je nach Lage
des Karzinoms, um auf diese Weise das regionédre Lymphabflussgebiet vollstandig mit zu
erfassen. Die akzeptierten Sicherheitsabstande liegen hierbei je nach Tumorlage bei
minimal 1-2 cm vom aboralen Tumorrand. Ob die Operation konventionell offen oder
laparoskopisch erfolgt, spielt bei nachgewiesener Lymphknotenausbeute und
histopathologischer Qualitat der mesokolischen oder mesorektalen Exzision keine Rolle.
Ist die Umgebung des Darms ebenfalls betroffen ist eine en-bloc Resektion der
infiltrierten Strukturen nétig. Entscheidend fur Prognose und Stadieneinteilung und somit
flr die weitere Therapie sowohl beim Kolon- als auch beim Rektumkarzinom sind neben
der lokalen Tumorkontrolle immer die systematische Lymphadenektomie des
entsprechenden  Lymphabstromgebietes.  Insbesondere  die  histopathologische
Beurteilung der Lymphknoten spielt eine wichtige Rolle bei der Entscheidung lber das
weitere therapeutische VVorgehen, da man generell Patienten mit nodal-positiven Tumoren
eine adjuvante Therapie zukommen lasst. (23) Im Gegensatz zu dem lediglich operativ
behandelten Stadium I, folgt beim Kolonkarzinom im Stadium 111 leitliniengeméR eine
adjuvante Therapie. Im Stadium Il wird diese nur bei bestimmten Risikofaktoren
durchgefuhrt. Als solche gelten ein Tumor im T4-Stadium, ein durchgefihrter
Notfalleingriff, eine Tumorperforation oder ein Tumoreinriss sowie der pathologisch
bestitigte Befall von Blut- oder Lymphgefden. Auch eine unzureichende
Lymphknotenausbeute von unter 12 Lymphknoten gilt als Risikofaktor und somit als
Indikation fir eine adjuvante Therapie. (24) Als gangige zytostatische Therapie gilt die
Kombination aus einem Flouropyrimidin mit Oxaliplatin oder Irinotecan. (25) Des
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Weiteren wird die klassische zytostatische Therapie beim metastasierten Kolon - und
Rektumkarzinom durch den Einsatz monoklonaler Antikorper erganzt. Bevacizumab
bindet den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) wahrend Panitumumab und
Cetuximab sich gegen den Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) richten. Die
EGFR Antikorper wirken jedoch nur bei Patienten mit RAS-Wild Typ, die ca. 50% des
Patientenkollektivs ausmachen. Eine aktivierende Mutation im RAS-Gen macht diese
Wirkstoffe ansonsten unwirksam. (23, 25, 26) Auch in metastasierten Stadien kann beim
KRK durch  Metastasenresektionen  gegebenenfalls in  Kombination  mit
Chemotherapeutika und Antikdrpertherapie in bestimmten Konstellationen durchaus
auch eine Heilung erzielt werden. Lokal fortgeschrittene oder diffus metastasierte
Tumoren kénnen palliativ medikamentds oder chirurgisch die Lebensqualitat steigernd
und symptomorientiert behandelt werden: Hierzu gehort beispielsweise die Anlage von
Umgehungsanastomosen bei einem bevorstehenden oder bereits existierenden lleus durch
den Tumor. (23)

1.11 Optimierung der Lymphknotenausbeute und das
Stadienmigrationsphanomen

Wie oben bereits erwahnt, kommt der systematischen Lymphadenektomie eine
entscheidende  Bedeutung zu, da eine unzureichende Resektion und
Lymphknotenausbeute einen Risikofaktor darstellt, der bereits im Stadium Il die
Empfehlung zur sonst nur im Stadium 111 durchgefiihrten adjuvanten Chemotherapie mit
sich bringt. Die systematische Lymphadenektomie ist von besonderer Bedeutung, da sie
im Gegensatz zu allen anderen Risikofaktoren von den behandelnden Medizinern
beeinflusst werden kann. Das adequate Staging eines Tumors und konkret die
Entscheidung (ber positiven oder negativen Lymphknotenbefall markiert einen der
entscheidensten Punkte im Krankheitsverlauf des Patienten. Die exakte Diagnostik
entscheidet somit Uber Therapie und Prognose der Patienten und ist deshalb ein zentrales
Qualitatsmerkmal &rztlicher Tatigkeit. Sowohl der operierende Chirurg, als auch der
auswertende Pathologe sind dabei die wichtigsten Determinanten. Verschiedene Studien
geben gemal ihren Ergebnissen unterschiedliche Empfehlungen bezugliche der Anzahl
der zu entnehmenden Lymphknoten ab. Wéhrend Goldstein et al. die Entnahme von 30
Lymphknoten empfehlen (27), sehen Maurel et al. die Untersuchung von 9-15
Lymphknoten als ideal an. (28) Die S3- Leitlinie des Kolonkarzinoms und die UICC

empfehlen bei der Tumorresektion die Entnahme von mindestens 12 Lymphknoten, um
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potentielle Lymphknotenmetastasen sicher zu detektieren bzw. sicher auszuschlieRRen.
(23) Ein sorgféltiges VVorgehen sowohl bei der chirurgischen Resektion, als auch bei der
Aufarbeitung des Préaparats durch den Pathologen ist essentiell, um die geforderte Anzahl
an Lymphknoten zu entnehmen und zu detektieren. Es erscheint einleuchtend, dass im
Falle einer zu geringen Anzahl an untersuchten Lymphknoten die Wahrscheinlichkeit
hoch ist, von Tumorzellen befallene Lymphknoten zu libersehen und dem Patienten beim
Staging ein zu niedriges Tumorstadium zuzuordnen, wodurch ihm notwendige Therapien
wie die adjuvante Chemotherapie vorenthalten wirden. Mehrere Studien haben
dementsprechend gezeigt, dass KRK Patienten im Stadium I und Il mit steigender
Anzahl untersuchter Lymphknoten eine bessere Prognose aufweisen. (29) Feinstein et al.
studierten dieses sogenannte Stadienmigrationsphdnomen, das auch unter dem Begriff
Will-Rogers-Phdnomen bekannt ist, bereits am Beispiel des Lungenkarzinoms.
Vereinfacht beschreibt der Begriff eine Anderung der Prognose durch eine diagnostisch
bedingte Anderung des Tumorstadiums eines Patienten. Durch exakteres Staging wiirde
beispielsweise ein Patient, bei dem ein befallener Lymphknoten ubersehen wurde bei
korrektem Staging als Stadium Il klassifiziert, wahrend er ansonsten falschlicherweise
als Stadium Il durchgehen wirde. Wéhrend seine individuelle Prognose gleich bliebe,
verbessern sich im Allgemeinen jedoch die Uberlebensraten des Kollektivs ,Stadium III
Patienten, da ansonsten lediglich weiter fortgeschrittene Karzinome dieser Gruppe
zugeordnet wirden. (30, 31) In der Praxis wird die Marke von 12 Lymphknoten bei
manchen Patienten zwar weit Uberschritten, bei vielen wird sie jedoch auch von
erfahrenen Medizinern nicht erreicht, obwohl die adaquate Entnahme und Detektion der
Lymphknoten als Qualitdtsmerkmal von Chirurgie und Pathologie angesehen wird. (32,
33) Wahrend die klassische Aufarbeitung von Lymphknotenpréparaten auf Inspektion
und Palpation basiert, wird das Auffinden von Lymphknoten durch die
methylenblauassistierte  Lymphknotenpraparation  stark  vereinfacht und die
Lymphknotenausbeute erhoht. Hierbei wird Methylenblau intraarteriell im unfixierten
Préparat injiziert. Durch die blaue Farbe wird das Auffinden der Lymphknoten stark
erleichtert. Das Ziel von 12 untersuchten Lymphknoten konnte durch die
methlyenblauassistierte Lymphknotenpargparation in der Studie von Markl et al in Gber
95% der Falle erreicht werden, wéhrend dies bei konventionellen Verfahren nur in 35-
73% der Félle gelang. Da in Wachterlymphknoten 2-4 mal so hadufig Metastasen entdeckt
werden, ist auch die Ex-vivo-Sentinellymphknotenmarkierung maoglicherweise eine
sinnvolle Ergénzung, obwohl bei der Metastasierung des Kolonkarzinoms auch

Lymphknotenstationen  (ibersprungen werden konnen. Hierbei erfolgt eine
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Tuscheinjektion vor der Methylenblauinjektion. (34) Eine weitere Mdoglichkeit, die
Lyphknotenausbeute zu steigern stellt neben den schon seit langerem praktizierten
Clearing-Methoden mit unterschiedlichen Lésungsmitteln auch die Acetonkompression
dar. Hierbei wird das Fettgewebe komprimiert und dessen Gewicht um bis zu 95%

verringert. Eine Lamellierung von Hand wird so obsolet. (35)

1.12 Das Immunsystem — ,,Storfaktor« zwischen Lymphknotenausbeute und
verbessertem Uberleben

1.12.1 Widerlegung des Stadienmigrationsphanomens

Eine erhohte Anzahl an detektierten nodal-positiven Karzinomen und eine verbesserte
Prognose durch die neuen Verfahren der Lymphknotenpréparation lieen sich jedoch
nicht bestétigen. In einer 2013 von Markl et al. durchgefiihrten Studie wurde der
Studiengruppe, deren Lymphknotenpraparation mithilfe von Methylenblau erfolgt war,
eine Kontrollgruppe mit konventionellen Verfahren gegeniibergestellt. Erwartungsgeman
war die Lymphknotenausbeute in der Studiengruppe mit 34+17 bedeutend hoher als die
der Kontrollgruppe mit 135 Lymphknoten. Die Annahme, dass durch exaktere
Methoden der Lymphknotenbeurteilung mehr Lymphknotenmetastasen detektiert werden
kdnnen und die Anzahl falsch lymphknotennegativer Félle ricklaufig ist, konnte jedoch
nicht bestatigt werden. Der Anteil lymphknotenpositiver Félle lag in beiden Gruppen bei
37%. Auch beziiglich der Uberlebensdauer war die Studiengruppe der Kontrollgruppe
nicht Uberlegen. Da die Frage nach der notwendigen Anzahl an untersuchten
Lymphknoten immer noch nicht geklart ist, ist auch die Tatsache, dass sich die erste
detektierte Lymphknotenmetastase in 89% der Félle unter den ersten 12 Lymphknoten

befand, durchaus erwéhnenswert. (4)

In einer von Ricciardi et al. durchgefiihrte Studie mit Gber 120.000 Probanden lag genau
wie in der oben erwéhnten Studie die Rate lymphknotenpositiver Fallen bei 37% obwohl
hier bedeutend weniger Lymphknoten untersucht wurden und die Zielmarke von 12
Lymphknoten in 61% der Falle nicht erreicht wurde. (4) (36) Auch altere Studien kamen
zu dem Schluss, dass eine nachtragliche Fett-Clearance, also eine vertiefte Analyse des
Praparats mit der Untersuchung weiterer Lymphknoten nur in seltenen Fallen eine

Anderung des Tumorstadiums zur Folge hatte. (37)

Es steht auller Frage, dass eine ausreichende Anzahl an untersuchten Lymphknoten

notwendig ist und ebenso ein Qualitdtsmerkmal vor allem der Arbeit des Chirurgen aber
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auch des Pathologen darstellt. Die 0.g. Beispiele sprechen jedoch gegen die Hypothese,
dass mit sorgféltigerer Lymphknotenpraparation zwangslaufig weniger Metastasen
ubersehen werden und das Staging optimiert wird. Das Will Rogers Phanomen scheint
sich somit nicht zu bestatigen. Die Frage nach dem Zusammenhang zwischen hoherer
Lymphknotenausbeute und verbessertem Uberleben gilt es jedoch immer noch zu kléren
und der Verdacht liegt nahe, dass es einen Storfaktor zwischen diesen beiden Variablen
gibt oder dass weitere unabhdngige Variablen die Prognose beeinflussen. Dieser
,Storfaktor ist nach der Annahme dieser Studie das Immunsystem bzw. die
korpereigene Immunabwehr gegen den Tumor, worauf ich im weiteren Verlauf meiner

Arbeit eingehen mochte.

1.12.2 Immunsystem allgemein

Unser Immunsystem besteht aus einer angeborenen, unspezifischen Abwehr, die sich
wiederum in ein zelluldres und ein humorales System aufteilen l&sst sowie aus einer
spezifischen Immunabwehr. Beteiligte Zellen des angeborenen Immunsystems sind
Makrophagen sowie neutophile -, basophile - und eosinophile Granulozyten. Zytokine,
Interferone und das Komplementsystem bilden die humorale Komponente der
angeborenen Abwehr. Zytokine sind hormonartige Stoffe, die von Immunzellen wie
beispielsweise natlrliche Killerzellen (NK-Zellen) oder T-Zellen gebildet werden und
wiederum die Proliferation anderer Immunzellen triggern. Das Komplementsystem
aktiviert Zellen der Immunabwehr und kann durch eine kaskadenartige Aktivierung von
Proteinen letztendlich dazu fihren, dass Erreger durch Porenbildung in ihrer Membran
zerstort werden. Zum spezifischen Immunsystem gehdren T- und B-Lymphozyten und
NK-Zellen. B-Lymphozyten wandeln sich nach Antigenkontakt zum Teil in Plasmazellen
um und produzieren Immunglobuline, die als Antikorper gegen Bakterien, Parasiten oder
Viren wirken. In dieser Arbeit liegt der Fokus jedoch auf den T-Lymphozyten, die sich
in CD4-positive T-Helferzellen und CD8-positive T-Killerzellen unterscheiden lassen.
Die T-Helferzellen erkennen Antigene mittels MHC-11 Molekilen und aktivieren mittels
Zytokinen andere Immunzellen. Die CD8-positiven T-Killerzellen erkennen Antigene in
Verbindung mit MHC-I, welches auf allen Zellen exprimiert wird. Ihre Aufgabe ist es
vorwiegend, virushaltige Zellen zu eliminieren. Alle T-Zellen tragen zudem einen T-Zell-
Rezeptor auf ihrer Zelloberflache, der aus zwei Polypeptidketten, einer alpha-Kette und

einer beta-Kette und dem CD3-Komplex besteht. Der CD3 Komplex besteht wiederum
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aus einer y-, 8-, - und {-Kette und ist bei allen T-Zellen gleich. Der T-Zell-Rezeptor dient
der Erkennung fremder Peptide, die den T-Zellen von antigenprasentierenden Zellen
mittels MHC- Molekulen prasentiert werden. Der CD3-Komplex dient der Weiterleitung
der Antigen-spezifischen Signale, die die T-Zellen aktivieren. (38)

Besonders erwédhnenswert sind einige spezielle Arten der in dieser Studie genauer
betrachteten T-Lymphozyten. T-Gedéchtniszellen, die neben den Antigenen CD3 und
CD4 oder CD3 und CD8 zusatzlich das Antigen CD45RO besitzen, hatten bereits mit
einem bestimmten Antigen Kontakt und kénnen auf dieses schneller und besser reagieren
als naive T-Zellen es konnen. Regulatorische T-Zellen sind CD4-positiv und haben eine
hemmende Wirkung auf T- und B-Lymphozyten. Sie unterdriicken die Immunantwort,
indem sie Zytokine wie IL-10 und TGPBF sezernieren und spielen somit eine wichtige
Rolle bei der Abwendung uberschielRender Immunreaktion und
Autoimmunerkrankungen. Die CD4-positiven T-Helferzellen lassen sich nochmals in
TH1-, TH2- und TH17-Zellen unterscheiden. TH1-Zellen sezernieren IL-2 und IFNy. Sie
fordern mit ihrer Aktivierung von Makrophagen, NK-Zellen und zytotoxischen
Lymphozyten die zellulare Immunantwort sowie die Abwehr gegen intrazelluldre
Erreger. TH2-Zellen sind mit ihrer Produktion von IL-4, IL-5 und IL-13 an der humoralen
Immunantwort vorwiegend gegen extrazellulare Erreger beteiligt. Sie aktivieren in erster
Linie B-Zellen. TH17-Zellen wirken mit ihrem Zytokin IL-17 entzindungsférdernd an
Endothel und Epithel. (1, 39)

1.12.3 Immunsystem und Tumoren

Auch im Zusammenhang mit Tumoren spielt das Immunsystem in jeder Hinsicht eine
sehr wichtige Rolle. Einige Tumoren entstehen durch eine Immundefizienz und
opportunistische virale Infektionen. So treten beispielsweise bei AIDS Patienten vermehrt
Tumoren wie das Karposi-Sarkom oder Non-Hodgkin Lymphome auf. (40) Andererseits
kann auch ein UberschieBendes Immunsystem im Sinne einer chronischen Entziindung
zur Entstehung von Tumoren beitragen. (41) Zudem hat das Immunsystem nicht nur bei
der Tumorentstehung sondern auch bei ihrer Abwehr und der Einddmmung des
Tumorwachstums eine grofle Bedeutung, wie die im Verlauf der Arbeit nadher
beschriebene Theorie des Immunoediting besagt. (42) (2) Auch in der Tumortherapie
macht man sich eine aktive Immunantwort zunutze. So wird zum Beispiel bei der

Therapie des Blasenkarzinoms durch das Einbringen des immunogenen Bacillus
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Calmette-Guérin, dem eigentlichen Impfstoff gegen Tuberkulose, eine Immunreaktion

hervorgerufen, die sich letztendlich gegen den Tumor richtet. (43)

In der Qualitatsbeurteilung der onkologischen Kolonchirurgie liegt der Fokus wie oben
beschrieben neben der lokalen Tumorresektion auf der Anzahl der entfernten und
untersuchten Lymphknoten. In diesem Zusammenhang lohnt es sich jedoch, den
Lymphknoten selbst mehr Beachtung zu schenken, da sie nicht nur einen
Metastasierungsweg darstellen, sondern selbst ein entscheidender Teil des

Immunsystems darstellen und somit prognosebestimmend sein kénnen.

Die neuen Verfahren der Lymphknotenpréparation machen das Auffinden von immer
kleineren Lymphknoten maoglich. In der Onkologie sind es aber meist die vergroRerten
Lymphknoten, die den Verdacht auf eine Metastase lenken. Radiologen setzen die Grenze
fur einen auffalligen Lymphknoten bei > 1cm. (44) Eine alternative Herangehensweise
lasst jedoch vermuten, dass vergroRerte Lymphknoten unter anderem Ausdruck einer
aktiven immunologischen Auseinandersetzung mit Tumorzellen und einer daraus
resultierenden Immunantwort sind. Da grofRe Lymphknoten grundsétzlich besser
detektierbar sind, kann man nun schlussfolgern, dass bei Patienten mit vermehrt groRen
Lymphknoten auch die Lymphknotenausbeute entsprechend gréRRer ausféllt. GemaR der
Hypothese dieser Studie hat die Korrelation zwischen héherer Lymphknotenausbeute und
verbessertem Uberleben ihren Ursprung in einem aktiveren Immunsystem dieser
Patienten. Andere Theorien wie das Stadienmigrationsphanomen werden somit in Frage
gestellt. Eine 2012 von Markl et al. durchgefiihrte Studie hat den Zusammenhang
zwischen Lyphknotengréf3e und Patientenoutcome untersucht, wobei sich gezeigt hat,
dass die Grolenverteilung der Lymphknoten bei Patienten mit und ohne
Lymphknotenmetastasen fast gleich ausfiel. Wéahrend extrem kleine Lymphknoten nur in
2% der Félle befallen waren und damit auller Acht gelassen werden kdnnen, traten 49%
der Metastasen in Lymphknoten < 5mm auf. Die sonst als verdachtig bezeichneten
Lymphknoten > 1cm waren nur in einem Viertel der Félle befallen. Auch die Prognose
schien in dieser Studie in der Gruppe mit vielen grof3eren Lymphknoten (LN5 high), hier
definiert als > 7 Lymphknoten > 5mm besser auszufallen. Nur 3,3% dieser Gruppe

verzeichneten Fernmetastasen, wéhrend es in der LN5 low Gruppe 16% waren. (3)

Neben den Lymphknoten selbst wird in den letzten Jahren auch der Tumor-
Mikroumgebung mit den unterschiedlichen infiltrierenden Entziindungszellen mehr
Beachtung geschenkt. Besonders die T-Zellen und natirliche Killerzellen (NK-Zellen)

spielen eine grofle Rolle in der antitumoralen Abwehrreaktion. (42) Bei verschiedenen
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Tumoren, das KRK eingeschlossen, wurde bereits ein Zusammenhang zwischen der
Dichte tumorinfiltrierender Lymphozyten (TIL) und der Prognose festgestellt. Viele
Studien haben bereits gezeigt, dass besonders CD3+ und CD8+ T-Lymphozyten, sowie
CD45R0O+ Lymphozyten bei der intratumoralen Immunantwort eine groRe Rolle spielen
(45-49). Diese Studie soll den Zusammenhang zwischen den intratumoralen CD3- und
CD8-positiven Lymphozyten und der Prognose eines Patientenkollektivs mit
Lymphknotennegativem Kolonkarzinom ermitteln und ihn auch mit dem bereits von
Galon(47) und Pages(46, 50) entwickelten Immunscore (IS) in Verbindung bringen. Der
Immunscore basiert auf der Untersuchung der Infiltrationsdichte zweier Arten von
Lymphozyten im Tumorzentrum und in der Infiltrationszone (CD3/CD45RO,
CD8/CD45RO, oder CD3/CD8). Pages et al. untersuchten 2009 den Zusammenhang
zwischen der Infiltration mit CD45RO+ und CD8+ T-Zellen in Tumorzentrum (CT) und
Infiltrationszone (IF) und dem Uberleben von Kolonkarzinompatienten. Es ergaben sich
hier die vier Kategorien CD45R0O CT, CD45RO IF, CD8 CT und CD8 IF, in denen die
Lymphozytenzahlen beurteilt wurden. Wurde ein bestimmter Grenzwert der
Lymphozytenzahl in den vier Bereichen Uberschritten, wurde die Lymphozytenzahl als
hoch (Hi) eingestuft. Fiir jede Uberschreitung dieses Grenzwertes in einer Kategorie
wurde ein Punkt vergeben. Pro Fall konnten also 0 bis 4 Punkte erreicht werden. Ein IS
(0)-Hi besagt also eine geringe Infiltrationsdichte beider Zelltypen in beiden untersuchten
Regionen. Nach diesen Punktzahlen wurden die Patienten in Pages® Studie in die vier
Kategorien (0)-Hi, (1-2)-Hi, (3)-Hi und (4)-Hi eingeteilt und diese Kategorien mit dem
Patiententiberleben verglichen. Die Kategorien (1)-Hi und (2)-Hi &hnelten sich stark in
ihrer Auswirkung auf die Prognose der Patienten und wurden aus diesem Grund
zusammengefasst. Nur 4,8% der Patienten mit einem hohen Immunscore von (4)-Hi
erlitten in einem Zeitraum von 5 Jahren ein Rezidiv, wahrend dies bei Patienten mit
Immunscore (0)-Hi oder (1)-Hi in 72% der Falle eintrat. Die 5-Jahres-Uberlebensrate lag
bei einem Immunscore von (4)-Hi bei 86,2%, wéhrend sie bei Patienten mit niedrigem
Score nur bei 27,5% lag. (50) In dieser Studie wird dieser Immunscore in &hnlicher Weise
fir die CD3-und CD8- positiven Lymphozyten jeweils im Tumorzentrum und in der
Infiltrationszone verwendet. Der Immunscore stellt in der Prognostik des
Kolonkarzinoms eine Alternative bzw. Ergédnzung zur klassischen TNM-Klassifikation
dar. Bisher basieren sowohl die Planung der Therapie als auch die Einschéatzung der
Prognose noch immer weitgehend auf der traditionellen TNM-Klassifikation. Deren
Schwachstelle liegt darin, sich ausschlie3lich auf den Tumor selbst zu fokussieren und

die zellulare Umgebung des Tumors und insbesondere die infiltrierenden Immunzellen
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und damit die dem Krebs entgegengesetzte Abwehrreaktion des Korpers aufier Acht zu
lassen. 20-25% der Patienten, die nach TNM weder Lymphknoten- noch Fernmetastasen
aufweisen, erleiden Rezidive, die bei alleiniger Verwendung der TNM Kilassifikation
nicht vorhersehbar sind. Durch Berlcksichtigung des Immuninfiltrats konnten
beispielsweise Patienten mit niedrigem Immunscore bereits als Risikopatienten
identifiziert werden und moglicherweise auch in niedrigen TNM-Stadien von einer

adjuvanten Therapie profitieren. (51, 52)

Neben den Auswirkungen des Infiltrats von CD3+ und CD8+ Lymphozyten auf die
Prognose von Kolonkarzinompatienten soll diese Arbeit auch den Bezug zwischen den
ITL und anderen leichter zu evaluierenden Kennzeichen der Immunantwort wie

LymphknotengréRe und Lymphknotenausbeute darlegen.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Die Studie basiert auf einem Patientenkollektiv. von 170 Patienten mit
lymphknotennegativem Kolonkarzinom, die zwischen Januar 2002 und November 2005
am Klinikum Augsburg operativ behandelt wurden. Zu dieser Zeit wurde in allen Fallen
die konventionelle Lymphknotenpraparation durchgefiihrt. Ausschlusskriterien waren
Notfallresektionen, beispielsweise im Falle eines akuten Darmverschlusses, oder einer
schwer stillbaren Blutung. Félle in denen die Resektionsrander nicht tumorfrei waren,
wurden ebenfalls ausgeschlossen. Fir die Uberlebensanalyse stellten eine
Uberlebensdauer von unter zwei Monaten oder ein unvollstandiges Follow-up weitere
Ausschlusskriterien dar. Mithilfe des Tumorzentrums Augsburg, welches als
Krebsregister des Region Schwaben fungiert, konnte das Follow-up durchgefiihrt werden.
Dem Krebsregister werden seit Mitte der 80er Jahre sowohl von niedergelassenen Arzten
als auch von Klinikern alle Tumorneuerkrankungen gemeldet. Zudem werden alle
wichtigen Daten der Tumorpatienten gesammelt und die individuellen
Krankheitsverldufe dokumentiert. Zusatzlich waren die Patientenakten flir ergdnzende
Informationen zu den teilnehmenden Patienten verfligbar. Die Studie wurde von der

internen Ethikkommission des Klinikums Augsburg begutachtet und beftirwortet.

2.2 Histopathologische Bearbeitung und Morphometrie

2.2.1 Histologisches Vorgehen

Die Herstellung eines Standardpréparats fir die Ansicht unter dem Lichtmikroskop
beginnt mit der Fixierung des Gewebes im mdglichst urspringlichen Zustand. Meist wird
eine chemische Fixierung mittels Formalin angewandt. Dieses besteht aus 4-10%
Formaldehyd in isoton gepufferter Kochsalzldsung. Zur Entwasserung wird das Préparat
mit immer konzentrierterem Ethanol (50-100%), Xylol und anschlieBend Toluol
behandelt. AnschlieBend erfolgt die Einbettung in flissigem Paraffin, welches nach
einiger Zeit hart wird. Daraus kdnnen dann diinne Paraffinschnitte gewonnen werden, die
auf Objekttragern fixiert werden. Bevor eine Farbung stattfinden kann, muss das Paraffin
aus den Schnitten gel6st und diese mittels Alkohol wieder hydriert werden. Die in dieser
Studie eingesetzte Farbung, die zugleich auch die am h&ufigsten angewandte Farbung
darstellt, ist die H&E Férbung. Sie besteht aus dem basischen Hdmatoxylin und dem
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sauren Eosin. Das Zytoplasma erscheint in dieser Farbung rot, wahrend sich der Zellkern
blau darstellt. (39, 53)

2.2.2 Histopathologische Bearbeitung

Die H&E gefarbten Schnitte der 170 Félle hatten alle eine Dicke von 3-5 um und wurden
von zwei erfahrenen Pathologen (B.M und T.S) unabhangig voneinander beurteilt. Die
Begutachtung erfolgte ohne jegliche Informationen iber die Patientenfalle. Im Falle einer
Uneinigkeit zwischen den beiden Pathologen pruften sie die Schnitte erneut und kamen
zu einvernehmlichen Ergebnissen. Die Tumoren wurden beziglich ihres pT-Stadiums,
ihrer Histologie und ihrer lymphatischen -, vendsen -, oder Fernmetastasierung
kategorisiert. Zudem wurden die Tumorknospung und das Vorhandensein einer Crohn-
ahnlichen Entzundungsreaktion evaluiert. Hierbei handelt es sich um peritumorale
lymphoide Aggregate, die an das Entztindungsinfiltrat beim Morbus Crohn erinnern. Die
Crohn-ahnliche Entzundung steht sowohl mit besseren Prognosen als auch mit einer
MMR-Defizienz im Zusammenhang. (54, 55) Bezlglich der Lymphozyteninvasion
wurde zwischen nicht vorhanden/schwach, mittel, und ausgepragt unterschieden. Zudem
wurde beziiglich der Art der Tumorinvasion in der Infiltrationszone zwischen einem
infiltrierenden — und einem expandierenden Typ differenziert. Dies basiert auf der
Klassifikation nach Jass et al, die bereits in den 1980er Jahren entwickelt wurde und

neben dem Invasionstyp auch die peritumoralen Lymphozyten bericksichtigt. (56, 57)

Fur diese Studie wurde die Anzahl der Lymphknoten bestimmt, deren Durchmesser mehr
als 5mm betrug. Hierbei wurden drei Kategorien bezuglich der Lymphknotenzahl
gebildet: LN5vI (very low), LN5I (low) und LN5h (high). LN5vI bedeutet, dass entweder
keiner oder nur ein Lymphknoten grofer als 5mm aufgefunden wurde. Bei der
Klassifizierung LN5I liegen zwei bis funf Lymphknoten vor. Konnten mehr als sechs

Lymphknoten tber 5mm aufgefunden werden, wird die Bezeichnung LN5h verwendet.
Angewandte Parameter:

LN5: alle LK mit einem Diameter > 5mm

LN5h: > 6 LK > 5mm

LN5I: 2-5 LK > 5mm

LN5vl: 0-1 LK > 5mm
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2.3 Immunhistochemische Farbung

Das Ziel der Immunhistochemischen Férbung ist es, bestimmte Antigene im Gewebe
nachzuweisen und farblich darzustellen. Dies geschieht durch eine Reaktion zwischen
dem Antigen und spezifischen monoklonalen oder polyklonalen Antikérpern. In einem
zweiten Schritt werden die Antigen-Antikorper-Komplexe sichtbar gemacht. Hierbei
unterscheidet man zwischen einer direkten und einer indirekten Farbemethode. Bei der
direkten Farbung besitzt der primédre Antikorper bereits Markermolekile wie z.B.
fluoreszierende Farbstoffe oder Enzyme, die eine Farbreaktion ermdglichen. Bei der
indirekten Farbreaktion werden sekundare Antikorper verwendet, die gegen den priméren
Antikorper gerichtet sind. Die sekundaren Antikorper konnen entweder selbst
Markermolekule tragen oder als Brickenmolekile fungieren, sodass ein
reaktionssteigernder Komplex mit einer hoheren Anzahl an Markermolekilen und
Enzymen entsteht. (39, 53)

In der klinischen Praxis hat die Immunhistochemie insbesondere in der Tumordiagnostik
einen hohen Stellenwert. Tumorzellen kénnen beispielsweise anhand von Antigenen
identifiziert werden. Oberflachenproteine, die immunhistochemisch darstellbar sind,
spielen bei vielen Tumoren eine entscheidende diagnostische und auch prognostische
Rolle. Beim Mammakarzinom beispielsweise stellen der Ostrogen-Rezeptors (ER) und
das HER-2 Onkogen wichtige prognostische Marker dar, die zudem Einfluss auf die
Therapie des Karzinoms haben. Der vascular endothelial growth factor (VEGF) und der
epidermal growth factor receptor (EGFR) sind zwei der vielen méglichen prognostischen
oder prédiktiven Marker, die beim Kolonkarzinom immunhistochemisch untersucht
worden sind. Bisher sind jedoch noch keine verlasslichen Aussagen beziiglich der
Prognose oder dem Ansprechen auf den VEGF-Antikorper Bevacizumab maglich. (58)

Die immunhistochemischen Farbungen fir diese Studie wurden mit dem Ventana
BenchMark Ultra system (Ventana—Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
durchgefuhrt. Vorab wurden die Schnitte mit der Aufbereitungslésung (Cell Conditioning
Solution - CC1) (Ventana—Roche Diagnostics) vorbehandelt. Ziel der
Immunhistochemischen Farbung war es nun die CD3+ und CD8+ T-Lymphozyten
darzustellen, um sie spéater zahlen zu konnen und die Beteiligung des Immunsystems im
jeweiligen Praparat beurteilen zu kdnnen. Verwendet wurden monoklonale Antikorper
gegen CD3 des Klons MRQ-39, sowie monoklonale Antikérper gegen CD8 des Klons
SP16. Beide stammten vom Kaninchen und wurden in der Verdinnung 1:100 verwendet.
Die Antikorper wurden von der Firma Cell Marque (Rocklin, CA) hergestellt und vom
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Pharmaunternehmen Medac (Wedel) bereitgestellt. Zusatzlich wurden die DNA-
Mismatch-Reparaturproteine MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2 immunhistochemisch
bestimmt, um ihre Funktionalitat zu tberprifen und so indirekte Hinweise beztglich der
Stabilitat der Mikrosatelliten (MSS oder MSI) zu erhalten Fir den Nachweis von MLH1
wurden monoklonale anti-MLH1 (M1) von der Maus verwendet. Die Antikorper gegen
PMS2 stammten vom Klon EP51, die Antikdrper gegen MSH2 vom Klon FE11 und die
gegen MSH6 vom Klon EP49. Diese Antikorper konnten unverdiinnt direkt verwendet
werden (,,ready to use®) und stammten von Ventana-Roche Diagnostics (Mannheim,

Germany).

2.4 Z&hlen der Lymphozyten und die digitale Bildanalyse mit ImageJ

Nach der immunhistochemischen Farbung standen von jedem Tumorpraparat neben den
konventionell gefarbten Routinepraparaten, zwei immunhistochemisch gefarbte (CD3
und CD8) Schnitte zur Verfligung. Diese Schnitte wurden nun unter dem Lichtmikroskop
BX 51 der Marke Olympus (Hamburg) in der 20-fachen Vergrof3erung beurteilt. Um das
Gesehene unter dem Mikroskop auch fur die spatere Betrachtung und Analyse
festzuhalten, wurden von jedem Schnitt digitale Bilder angefertigt. Verwendet wurde
hierfir die mit dem Lichtmikroskop verbundene Digitalkamera Progress C3 der Firma
Jenoptik (Jena). Bei den Schnitten lag der Fokus zum einen auf dem Tumorzentrum (CT)
und zum anderen auf der Infiltrationszone (IF), die die Grenzzone zwischen Tumor und
gesundem Gewebe darstellt. Somit ergaben sich vier Kategorien, in denen die
Lymphozytenzahlen beurteilt wurden. CD3CT und CD3IF fur Tumorzentrum und
Infiltrationszone bezuglich der CD3-positiven Lymphozyten. CD8CT und CD8IF
dementsprechend fur die CD8-positiven Lymphozytenzahlen. Da aus jedem Préparat nur
kleine Ausschnitte fotografiert und somit bezuglich der Lymphozytenzahl analysiert
werden konnten, lag die hdchste Prioritat der Arbeit auf der sorgfaltigen Betrachtung des
gesamten Schnitts, um sowohl vom Tumorzentrum als auch von der Infiltrationszone
Bilder zu erhalten, die das Ausmall der Lymphozyteninfiltration mdglichst genau
reprasentieren. Um die Reprasentativitat noch zu erhéhen, wurden von jedem Schnitt
jeweils zwei Bilder aus Tumorzentrum und Infiltrationszone angefertigt und der
Mittelwert der Lymphozytenzahl fur die Analyse verwendet. VVon jedem Préparat wurden

also insgesamt acht Bilder gespeichert; d.h. jeweils vier pro Schnitt. (Abb. 4)
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Abbildung 4: CD3 Immunférbung eines Kolonkarzinompréparats zur Evaluierung der Infiltrationsdichte
der T-Lymphozyten im Tumorzentrum und in der Infiltrationszone. Die Rechtecke markieren die fir die
digitale Lymphoyzytenzéhlung ausgewéhlten Bereiche.

Fur das Zéhlen der Lymphozyten wurde das auf JAVA basierende Bildanalyse Programm
ImageJ 1.48 (National Institutes of Health, Bethesda, MD) verwendet, welches als open
source Software verftigbar ist. Neben der Bestimmung der Lymphozytendichte und deren
Auswirkungen auf die Prognose beim Kolonkarzinom, war es ein weiteres Studienziel
die Anwendbarkeit und Zuverlassigkeit dieses Programms zu prifen und mit dem

manuellen Z&hlen zu vergleichen.

Véayrynen et al. haben ImageJ in ihrer Studie von 2012 bereits beschrieben, analysiert und
flr die Studienzwecke der Zellzahlanalyse angepasst. Auch sie haben sich mit der T-Zell
Infiltration beim Kolonkarzinom auseinandergesetzt und die CD3-positiven Zellen mit
dem Programm bestimmt. Die Studie zeigte eine fast perfekte Korrelation zwischen dem
Manuellen Z&hlen und der Bildanalyse (Pearson r = 0,960-0,987) (59)
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Im Folgenden mdchte ich die Anwendung der durch Vayrynen et al. modifizierten
Version von ImageJ im Rahmen meiner Arbeit darlegen. Das Prinzip von ImageJ ist die
Umwandlung des Fotos in ein maximal kontrastiertes schwarz-weil} Bild, das die digitale
Auszahlung der Lymphozyten erst ermdglicht. Direkt nach der Installation des
Programmes war eine digitale Bildanalyse mdglich. Die zuvor abgespeicherten digitalen
Bilder aus dem Tumorzentrum oder der Infiltrationszone konnten mit ImageJ gesucht und
aufgerufen werden. Vor Beginn der Bildanalyse konnten unter ,Plugins® verschiedene
Parameter eingestellt werden. Die Funktion ,rolling ball background subtraction®,
korrigierte einen ungleichmaliig beleuchteten Hintergrund. Die Farbdekonvolution, also
eine Scharfung des Bildes, wird ebenfalls vom Programm vorgegeben. Fiur den
GauB3‘schen Weichzeichner, der den Kontrast des Bildes verringern soll, wurde der
Radius 3 verwendet. Als Minimum cell circularity for Analyze Particles wurde der Wert
0,200 verwendet. Indem man also ein Minimum der Kreisformigkeit, festlegt, die fur die
Registrierung als Zelle erfullt sein muss, kann das ungewollte Z&hlen von unférmigen
Partikeln im Bild minimiert werden. (60) Beide Werte wurden beim Offnen des
Programmes in den Einstellungen vorgeschlagen und auch von Véayrynen et al. empfohlen.
(59) Eine wichtige Einstellung war die Minimum cell size (pixels) for Analyze particles,
also die minimale Zellgrélie, die noch vom Programm als Zelle erkannt und gezéahlt wird.
Abgesehen von den im Folgenden genannten Ausnahmen, wurde der vom Programm
vorgeschlagene Standardwert 800 benutzt. Die folgenden Screenshots zeigen beispielhaft
die Einstellungen, die mit dem Programm ImageJ vorgenommen werden konnten. (Abb.
5; Abb. 6)

¢ Settings *

This macro counts positive cells and/or area percentage in H/DAB stained sections.
Required plugin: Color deconvelution.
Choose settings for the analysis.

Radius for Gaussian blur |3
Minimum cell size (pixels) for Analyze particles |800

Minimum cell circularity for Analyze particles (0.00-1.00) |0.200

v [Save Resuitimages!

¥ Use automatic threshold level selection

[ Select regions of interest (ROI)

[v Analyze all the images from the directory of the opened image

[¥ Use rolling ball background substraction

[¥ Show examples to help the selection of cell size for analyze particles
[~ Disable Gaussian blur and watershed

0K Cancel

Abbildung 5: Mdégliche Einstellungen der digitalen Bildanalyse mit ImageJ
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http://www.dict.cc/deutsch-englisch/Gau%C3%9F%27scher.html
http://www.dict.cc/deutsch-englisch/Weichzeichner.html

¢ Cell size selection assistant X

Select optimal cell size.

You can see example selections in the preview image on the background.
First row: Original image, 0, 200.

Second row: 500, 800, 1000.

Third row: 1500, 3000, 5000.

Minimum cell size (pixels) for Analyze particles |:EE

OK | Cance\l

Abbildung 6: Selektion der minimalen ZellgréRe, die von Image J erkannt werden soll

Nach der Einstellung der Parameter erstellte ImageJ von dem jeweiligen Bild ein sog.
Overlay-Bild, wobei die erfassten Lymphozyten schwarz und der Rest des Bildes, um den

Kontrast zu erhéhen, nur schwach angefarbt ist (Abb. 7)
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Abbildung 7: Oben: Ausschnitte eines Kolonkarzinoms im Tumorzentrum; Unten: die

entsprechenden von ImageJ kreierten Overlays zur Lymphozytenzahlung; (CD3 Immunférbung, x20)

Im ndchsten Schritt war es erforderlich, die Overlays beziiglich ihrer Plausibilitat zu
beurteilen. Lagen beispielsweise viele Zellen (ibereinander, wurde es fur das Programm
schwieriger, die Trennung zwischen den Zellen korrekt aufrecht zu erhalten. Wenn beim

Betrachten der Overlay-Bilder ersichtlich wurde, dass zu viele oder zu wenig Zellen
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erfasst wurden, musste der Wert angepasst und die Analyse wiederholt werden. Wurden
offensichtlich zu wenige Zellen erfasst, wurde der Wert der Minimum cell size auf 600
verringert. Dies war bei 6% der Bilder der Fall. Wurden zu viele Zellen erfasst, was
jedoch nur bei 0,5% der Bilder vorkam, wurde die Minimum cell size manuell auf den
Wert 1000 erhoht. Ein weiterer wichtiger Wert, den es einzustellen galt, war das upper
threshold limit. Bei 8 bit Graustufen Bildern, wie sie in den Overlays dieser Studie
vorkommen, gibt es 256 Intensitatsgrade die man einem Pixel zuordnen kann. Ein Pixel
mit der Intensitdt O ist schwarz, ein Pixel mit der Intensitat 255 ist weil}, wahrend den
Werten dazwischen Graustufen zugeordnet werden koénnen. Vereinfacht trennt das
Thresholding die Pixel also in zwei Gruppen. Solche Pixel, die eine gewiinschte Spanne
der Farbintensitat erflllen und diejenigen, die das nicht tun. (61) (62) In diesem Fall geht
es also darum, eine Schwelle festzulegen, die entscheidet ob ein Pixel zu einem schwarzen
Lymphozyten oder zum weien Hintergrund zahlen soll. Das upper threshold limit stellte
den am schwierigsten einzustellenden Parameter dar. Fur jedes Bild schlug ImageJ einen
Schwellenwert vor. Um die Bildbearbeitung jedoch so einheitlich wie moglich zu
gestalten, wurde der Wert 195 als Standardwert gewéhlt. Zum einen pendelten die
vorgeschlagenen Schwellenwerte bei den verschiedenen Bildern um diesen Wert, zum
anderen reprasentierten die Overlays bei diesem Schwellenwert das Lyphozytenmuster
am genauesten. (Abb. 8)

! Threshold levels *

Choose manual threshold levels.
The defaultvalues are from the automated threshold selection.

Lower threshold limit (0-255); |0
Upper threshold limit (0-255): | [EE

OK ‘ Canr:el|

Abbildung 8: Einstellung der Schwellenwerte

Im Vorfeld wurden mehrere Schwellenwerte an einer Auswahl der Bilder getestet und die
Ergebnisse verglichen, um den idealen Schwellenwert zu finden. Wie bei der Minimum
cell size gab es auch hier einige Falle, bei denen mit dem Standardschwellenwert keine
plausiblen Ergebnisse zu erzielen waren. In 2,44% der Bilder musste demnach der

Schwellenwert auf den vom Programm vorgeschlagenen Wert angepasst werden. In 71%
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dieser geanderten Falle kam der Schwellenwert 162 zur Anwendung. Bei 9,8% aller
Bilder lieRen sich auch durch das Andern der Parameter keine plausiblen Werte erzielen,
woraufhin in diesen Fallen auf das manuelle Z&hlen zuriickgegriffen werden musste, um
die groRtmaogliche Genauigkeit bezuglich der Lymphozytenzahlen garantieren zu kénnen.
Bei insgesamt 18% aller Bilder wurden Alterationen an den Standardwerten

vorgenommen oder Lymphozyten manuell gezéhit.

Die Tabelle 4 zeigt einen Ausschnitt der angelegten Excel Tabelle mit den
Lymphozytenzahlen der acht Bilder, die pro Fall angefertigt wurden. Aus den beiden
Bildern einer Kategorie, z.B. CD3CT wurde dann noch der Mittelwert gebildet. Die
Flache eines Bildes betrug 0,09 mm?2, woraus die im Verlauf der Arbeit verwendete

Lymphozytendichte pro mm2 errechnet wurde.

1 |Patientennr. CD3 CT1 CD3CT2 CD3IF1 CD3IF2 CD8 CT1 CcD8 CT2 CD8 IF1 CD8 IF2

2 |10253_04 197 146 158 262 106 54 61 96
3 |1031_05 98 73 236 174 36 38 78 63
4 |10552_04 53 17 145 169 31 25 57 68
5 |10600_03 48 57 85 165 9 21 45 69
6 |10680_05 125 69 219 174 35 20 43 77
7 |10728_04 90 93 105 50 19 21 36 18
8 |10881_04 205 195 238 212 56 130 134 98
9 |11071_04 108 146 265 344 59 46 167 162
10 [11091_04 40 42 73 a3 32 14 19 31
11 /11329_04 6 14 80 94 1 3 16 5
12 |11348_05 33 35 70 27 7 3 11 6
13 |11398_04 77 71 158 159 56 69 69 43
14 |11526_05 36 36 170 184 32 18 95 123
15 11711_03 128 105 193 224 72 79 119 124
16 [11724_05 91 87 122 133 15 17 26 16
17 [11820_03 110 109 140 108 41 42 67 74

Tabelle 4: Ausschnitt der angelegten Exceltabelle mit den eingetragenen Werten der Lymphozytenzahlen
der 8 Kategorien CD3CT1, CD3CT2, CD3IF1, CD3IF2, CD8CT1, CD8CT2, CD8IF1, CD8IF2

Um die Genauigkeit der digitalen Bildanalyse zu tberprifen, wurden die Ergebnisse von
ImageJ mit dem manuellen Auszéhlen der Lymphozyten verglichen. Die Zahlung der
Lymphozyten wurde von mir sowie zwei erfahrenen Fachdrzten fir Pathologie
unabhangig voneinander, anhand von 12 qualitativ hochwertigen Ausdrucken der
digitalen Bilder durchgefthrt. Es wurden hierbei Bilder von beiden Immunfarbungen
verwendet. Beim manuellen Zahlen wurden die bereits erfassten Zellen auf dem Papier

abgestrichen, um keine Zellen zu vergessen oder doppelt zu zdhlen. Sowohl die
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Unterschiede zwischen den Untersuchern untereinander als auch die zwischen dem

manuellen Z&hlen und der digitalen Analyse wurden hierbei erfasst.

Zusétzlich wurde der von Galon und Pages entwickelten Immunscore auf diese Studie
angewandt und demnach die Félle gemal der Infiltrationsdichte der CD3+ und CD8+
Lymphozyten in Tumorzentrum und Infiltrationszone kategorisiert. Ein Score zwischen
0 und 4 ergab sich dadurch, dass jedes Mal ein Punkt zum Immunscore hinzugefugt
wurde, wenn ein Grenzwert bezlglich der mit ImageJ ermittelten Zellzahl in einer der
vier Kategorien CD3CT, CD3IF, CD8CT und CDS8IF uberschritten wurde. Konnte
beispielsweise in zwei der vier Kategorien eine hohe Infiltrationsdichte festgestellt

werden, ergab sich ein Immunscore von 2 (IM2).

2.5 Statistik

Um die verschiedenen Parametern zu vergleichen, wurde die lineare Regressionsanalyse
verwendet. Fir den Vergleich von normalverteilten, metrischen Variablen wurde der
»Student-t-Test“ verwendet. War keine Normalverteilung gegeben, kam der ,,Mann-
Whitney Rank Sum Test“ zur Anwendung. Der Vergleich von mehr als zwei Stichproben
erfolgte mit dem Friedmann-Test oder dem Kruskal-Wallis Test. Dichotome Daten
wurden mit dem X2 Test gegeniibergestellt. Die optimalen Schwellenwerte fiir die
Uberlebensanalyse ermittelten wir mit einer Receiver Operating Characteristic- (ROC)-
Analyse. Die Endpunkte waren hierbei der Krebsbedingte Tod und/ oder das Auftreten
von Fernmetastasen. Die Uberlebensraten wurden mithilfe von Kaplan-Meier Kurven und
dem log-Rank-Test verglichen. Die Mittelwerte werden mit * einer Standardabweichung
angegeben. Um die mittlere Follow-up Zeit zu ermitteln, wurde die Methode von
Schemper und Smith verwendet. (63) Bei der multivariaten Analyse kam die schrittweise
Vorwartsregression zur Anwendung. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant
gewertet. Alle Berechnungen wurden mit dem Sigma Plot 13.0 Softwarepaket (Systat,
Richmond, VA) durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Patienten und Follow-up

Insgesamt wurden 170 Patienten mit lymphknotennegativem Kolonkarzinom in die
Studie eingeschlossen. Alle Patienten waren im Zeitraum zwischen Januar 2002 und
November 2005 am Klinikum Augsburg operiert worden. Bei 146 der urspriinglich 170
Falle wurden in einem Follow-up die Uberlebensraten analysiert. 24 Falle erfullten die
Ausschlusskriterien und wurden dementsprechend vom Follow-up ausgeschlossen. Im
Patientenkollektiv lag das Verhéltnis zwischen mannlichen und weiblichen Patienten bei
1:0,85. Das durchschnittliche Alter lag bei 71 Jahren, wobei 4 Patienten unter 50 Jahre
alt waren. 8% der Patienten hatten eine adjuvante Chemotherapie erhalten. . 40% der
untersuchten Tumoren befanden sich im pT Stadium T1/T2 und 60% im Stadium T3/T4.
Des Weiteren wurden die histologischen Untergruppen des Kolonkarzinoms untersucht,
wobei 82% eine klassische Histologie aufwiesen. 13% waren muzindse - und 3%
medulldre Adenokarzinome. Die restlichen 2% hatten andere Differenzierungen. Eine
Invasion des lymphatischen und des vendsen Systems konnte in jeweils 3% festgestellt
werden, wahrend bei 8% der Falle bereits Fernmetastasen vorlagen. Weitere
klinikopathologische Daten bezuglich des Patientenkollektivs und der Klassifizierung der
vorkommenden Tumoren sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Die durchschnittliche und
mediane Follow-up Zeit lag bei 56 Monaten beziehungsweise 54 Monaten. Das 95%-
Konfidenzintervall liegt zwischen 49 und 59 Monaten Follow-up.
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Kollektiv fuir die Uberlebensanalyse (n=146)

LN5 Analyse IM Analyse

Komplettes LN5vl | LN5I LN5h IMO/1L [ IM2 IM 3

Kollektiv (n=53) | (n=58) | (n=35) |p-Wert | (n=73) | (n=46) | (n=27) | p-Wert

(n=170)
Geschlecht, M:F 1:0.85 1:.071 |[1:.066 |1:1.19 |.353 1:.0.66 |[1:092 |1:093 |.559
Alter, Durchschnitt +- SA 71+10 72+ 8 71+9 66+12 .018 69+10 71+9 73£10 .553
Alter <50 Jahren 4(2) 0 1(2) 3(9) NC 3(4) 1(2) 0 NC
zfiuzf)ﬁm”te LK-Ausbeute | 467y 2445) [1007) |26) [<o001 |2200) |6(3) |s@o) |.087
LR-Ausbeute, Durchsehnitt +- | 445 1245 |14¢4 1744 |<o001 1355 |15s5 |15:4 | .224
Konventionelle Histologie 139(82) 46(87) |51(88) |27(77) 60(82) |40(87) |24(89)
Muzindse Differenzierung 22(13) 7(13) 5(9) 5(14) 11(15) |5(11) 1(4)
Medullére Differenzierung 5(3) 0 1(2) 2(6) 1(1) 0 2(7)
Andere Differenzierung 4(2) 0 1(2) 1(3) 331 1(1) 1(2) 1(4) .663
Expansiver Typ 152(89) 51(96) |50(86) |33(94) 67(92) |42(91) |25(93)
Infiltrativer Typ 18(11) 2(4) 8(14) 2(6) 131 6(8) 4(9) 2(7) .981
High-grade Tumor Knospung | 33(19) 7(13) 13(22) |5(14) <.001 10(14) 110(22) |5(19) 579
pT1/2 68(40) 29(55) | 23(40) |12(34) 28(38) |23(50) |13(48)
pT3/4 102(60) 24(45) | 35(60) |23(66) |<.001 45(62) | 23(50) |14(52) |.406
Low grade 141(83) 46(87) | 41(71) |29(83) 60(82) |32(70) |24(89)
High grade 29(17) 713)  |17(29) |6(17) .094 13(18) |[14@30) |3(11) |.102
LymphgefaRinvasion 5(3) 1(2) 2(3) 0 NC 3(4) 0 0 NC
Vendse Invasion 5(3) 2(4) 12) 1(3) NC 3(4) 0 1(4) NC
Fernmetastasen 13(8) 6(11) 6(10) 0 125 10(14) | 2(4) 0 .037
Rechtsseitiger Tumor 97(57) 16(30) | 44(76) |32(91) 39(53) |33(72) |7(26)
Linksseitiger Tumor 73(43) 37(70) |14(24) |3(3) <001 |34@47) |[13(28) |20(74) |<.001
MMR-P 138(81) 49(92) |45(78) | 28(80) 66(90) |35(76) |22(81)
MMR-D 32(19) 4(8) 13(22) | 7(20) .087 7(10)  [11(24) |[5(19) |.103
Adjuvante Chemotherapie 14(8) 7(13) A7) 2(6) .380 10(14) | 2(4) 1(4) .126

3.2 Z&hlen der intratumoralen Lymphozyten und Digitale Bildanalyse

Zur Bestimmung der Anzahl intratumoraler Lymphozyten wurde die open-source

Software ImageJ verwendet, deren Anwendbarkeit und Zuverlassigkeit im Rahmen dieser

Arbeit zudem evaluiert werden soll. In 81,8% der Bilder war die digitale Bildanalyse mit

Standardwerten problemlos mdoglich. Die beiden wichtigsten Parameter bei der

Einstellung waren, wie oben bereits erwahnt, die Minimum cell size for Analyse mit dem

Standardwert 800 und das Upper threshold limit mit dem eingestellten Standardwert von

195. Bei 18,2% der Bilder mussten Anderungen vorgenommen werden. 8,4% der Bilder

konnten durch die oben beschriebenen Anpassungen der Einstellungsparameter durch

ImageJ dann korrekt analysiert werden. Bei 9,8% der Bilder wurden die Lymphozyten
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manuell gezéhlt. Zudem sollte die Exaktheit der von ImageJ ermittelten Zellzahlen
uberpruft werden, indem bei 12 Bildern die Lymphozyten auch manuell gezéhlt und die
Werte miteinander verglichen wurden. Das Zahlen wurde von drei unabhangigen
Untersuchern anhand von 12 Bildern von drei Patienten durchgefuhrt. Hierbei waren von
allen vier Kategorien (CD3CT, CD3IF, CD8CT, und CD8IF) Beispiele vertreten. Die
Zahlen der digitalen Bildanalyse wurden sowohl den individuellen Ergebnissen (Abb. 9)
als auch den Durchschnittswerten der drei Untersucher (Abb. 10) gegenubergestellt. Die
Ubereinstimmung zwischen dem manuellen Zihlen und der digitalen Bildanalyse war
sehr groB. (R =0,971; p < 0,001), wodurch die verlassliche Anwendbarkeit von ImageJ

dargelegt werden konnte.

Mauelles Zahlen vs. digitale Bildanalyse

350 -
T 300
]
w
§ 2501
D
N
‘i 200 4
©
| >0
< 150 4
=2
m
100 +
R =0.971
P <0.001
50 4
0 T T r T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Manuelles Zahlen: Zellen / Feld*

® DSvsBM

@® DSvsTS

v DSwvsJW
—— Plot 1 Regr

Abbildung 9: Lineare Regression: Manuelles Zdhlen der drei Untersucher
BM, TS, und JW vs. Digitale Bildanalyse
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Manuelles Z3hlen vs. digitale Bildanalyse

300

250

200

Bild Analyse: Zellen / Feld *

R=0.971
P <0.001

T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Manuelles Zahlen: Zellen/Feld*

Abbildung 10:Lineare Regression: Manuellen Zdhlen vs. Digitale
Bildanalyse; Beim manuellen Zéhlen wurde der Durchschnittswert der
Ergebnisse der drei Untersucher verwendet

Bei der Auswahl der 12 Bilder wurde darauf geachtet, sowohl Bilder mit relativ wenig
Lymphozyten, als auch solche mit sehr vielen zu beurteilen. Somit ergaben sich beim
manuellen Zahlen durchschnittlich Lymphozytenzahlen zwischen 30 und 246. Beim
Betrachten der  Unterschiede zwischen den  Untersuchern lieBen  sich
Standardabweichungen vom Durchschnittswert zwischen einem und 65 Lymphozyten

feststellen.

3.3 Infiltrationsdichte intratumoraler Lyphozyten (ITL)

Nach der digitalen Erfassung der CD3+ und CD8+ Lymphozyten im Tumorzentrum und
in der Infiltrationszone galt es, die Lymphozytendichte zu bestimmen und die Werte
miteinander zu vergleichen. Fur jedes Kompartiment wurden zunédchst die Mittelwerte
der Lymphozytendichte gebildet sowie ihre Standardabweichung bestimmt. Fur CD3CT,
CD3IF, CD8CT, und CD8IF lag die Lymphozytendichte jeweils bei 1.110 + 757, 1.680
+ 858, 671 £ 815, und 672 + 495 Zellen/mm?2 (Abb. 11)
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Durchscnittliche Anzahl an TIL/ mm? CT vs IF
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Abbildung 11: Durchschnittliche Anzahl an CD3+ und CD8+ Lymphozyten jeweils in Tumorzentrum (CT)
und Infiltrationszone (IF)

Allgemein wird deutlich, dass die Zahl der CD3-positiven Lymphozyten hoher ist als die
der CD8-positiven. Dies ist nattrlich auch zu erwarten, da der CD3 Rezeptor auf allen T-
Lymphozyten zu finden ist, wahrend der CD8-Rezeptor nur auf den zytotoxischen T-
Zellen vorkommt. Die Dichte CD8-positiver Lymphozyten ist im Tumorzentrum und in
der Infiltrationszone nahezu identisch, wahrend sich die CD3-positiven Lymphozyten

starker in der Infiltrationszone konzentrieren.

Beim Vergleich von Tumorzentrum und Infiltrationszone bezogen auf die CD3-positiven
Lymphozyten bestand die Korrelation R = 0,688 (p < 0,001). (Abb. 12) Beim Betrachten
der CD8-positiven Lymphozyten ergab sich bezuglich CT vs. IF die Korrelation R =
0,612. (p < 0,001). (Abb. 13)
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CD3: Invasionsfront vs. Tumorzentrum
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Abbildung 12: Vergleich der Infiltrationsdichte CD3+ Lymphozyten im Tumorzentrum und in der
Infiltrationszone
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Abbildung 13: Vergleich der Infiltrationsdichte CD8+ Lymphozyten im Tumorzentrum und in der
Infiltrationszone

Eine etwas geringere, aber dennoch positive Korrelation R = 0,536 (p < 0,001) fiel bei
der Gegentiberstellung von CD3 vs. CD8 bezogen auf das Tumorzentrum auf. Beim Blick
auf die Infiltrationszone ergab sich die Korrelation R = 0,620 (p < 0,001) beim Vergleich
CD3 vs. CD8. Bei allen Kombinationen waren die Korrelationen demnach stark
signifikant.

37



3.4 Intratumorale Lymphozyten vs. qualitative ITL Einschatzung und
Crohn-ahnliche Entziindung

Vor der immunhistochemischen Quantifizierung intratumoraler Lymphoyten erfolgte
eine semiquantitative Beurteilung der lymphozytéren Reaktion anhand von konventionell
H&E geféarbten Schnitten. Die so erhobenen Daten wurden mit den Ergebnissen der
digitalen, immunhistochemie-basierten Auswertung verglichen (Abb. 14).

Abbildung 14: Kolonkarzinom mit stark ausgepragter Lymphozyteninfiltration (A, H&E, x 100); starke
Infiltration mit T-Lymphozyten im Stroma und auf dem neoplastischen Epithel (B, CD3 Immunfarbung, x
100); Kolonkarzinom mit schwacher intratumoraler Lymphozyteninfiltration (C, H&E,x 100); vereinzelte
T-Lymphozyten im Stroma und keine Zellen auf dem neoplastischen Epithel (D, CD3 Immunfarbung, x 100)

Hierbei konnte eine signifikante aber dennoch schwéchere Korrelation in allen vier
Kategorien festgestellt werden. (CD3CT: R = 0,291; CD3IF: R = 0,305; CD8CT: R =
0,196; CD8IF: R = 0,267) Wurde in der H&E- Farbung eine Crohn-&hnliche
Entzindungsreaktion festgestellt, fielen die Lymphozytenzahlen in allen Kategorien
hoher aus. Besonders in den Kategorien CD3IF und CD8CT konnten hochsignifikante
Unterschiede verzeichnet werden. (CD3CT: 1.001 + 708 vs. 1.229 + 804, p < 0,059;
CD3IF: 1.530 + 871 vs. 1.870 £ 807, p < 0,008; CD8CT: 580 + 768 vs. 790 + 865, p <

0,009; CD8IF: 630 + 485 vs. 728 + 506, p < 0,135) (Abb. 15)
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ITL Kategorien vs. Crohn-ahnliche Entziindung
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Abbildung 15: Durchschnittliche Anzahl intratumoraler Lymphozyten (1TL) bei Féallen mit und ohne Crohn-
ahnlicher Entziindung

3.5 Intratumorale Lymphozyten vs. Lymphknotenausbeute und LN5

Am Beispiel der Dichte intratumoraler T-Lymphozyten soll die Bedeutung des
Immunsystems beim Kolonkarzinom in dieser Studie aufgezeigt werden. Ein aktives
Immunsystem aufRert sich, gemald der Hypothese dieser Studie, mikroskopisch in hohen
Lymphozytenzahlen bzw. generell in einem ausgepragten Entzindungsinfiltrat und
makroskopisch im Auftreten von besonders groRen Lymphknoten. Zudem soll gezeigt
werden, dass das Immunsystem die konfundierende Variable zwischen einem positivem
Outcome und der Untersuchung einer groBen Zahl an Lymphknoten darstellt. Ein
weiteres Ziel der Arbeit ist es daher auch die Verbindung zwischen LymphknotengroRe,

ihrer Ausbeute und der Lymphozyteninfiltration herzustellen.

Es hat sich gezeigt, dass den Erwartungen dieser Studie entsprechend, die
Lymphozytendichte in Tumoren, bei denen mehr als 12 Lymphknoten untersucht wurden
(suffiziente Lymphknotenausbeute = LN suff), bedeutend hoher war als in solchen
Tumoren, bei denen diese Marke nicht erreicht wurde (insuffiziente
Lymphknotenausbeute = LN insuff). Besonders ausgeprégt war diese Beobachtung im
Tumorzentrum. (CD3CT: 922 + 631 vs. 1.166 £+ 791, p = 0,037; CD3IF: 1.477 £ 733 vs.
1.753 £ 891, p = 0,090; CD8CT: 549 + 772 vs. 717 + 829, p = 0,042; CD8IF: 533 £ 329
vs. 725 + 536, p = 0,060) (Abb.16)
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Intratumorale T-Lymphozyten vs. gesamte Lymphknotenanzahl
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Abbildung 16: Lymphozytendichte bei suffizienter und insuffizienter Lymphknotenausbeute

AnschlieBend wurde der Zusammenhang zwischen der Lymphozytendichte und den
Kategorien LN5vI LN5I und LN5 betrachtet. Es stellte sich heraus, dass in den zu LN5h
gehdrigen Fallen, also bei einer Ausbeute von 6 oder mehr Lymphknoten tiber 5mm, auch
die Lymphozytenzahlen héher waren, als in der Gruppe LN5I mit 2-5 Lymphknoten >
5mm. Hier war die Lymphozytendichte wiederum héher als in den Fallen mit hdchstens
einem Lymphknoten > 5mm (LN5vl). Dies lie} sich in allen 4 Kategorien (CD3IF,
CD3CT, CD8IF, CD8CT) beobachten. Lediglich bei CD3IF waren in der Kategorie LN5I
geringfugig mehr Lymhozyten vorhanden als in der Kategorie LN5h (1.832 £ 780 vs.
1.796 + 912). Signifikant waren die Unterschiede nur in den CD3-Kategorien (CD3CT:
p =0,010; CD3IF: p = 0,015). Trotz p-Werten von p = 0,183 und p = 0,237 in den CD8-
Kategorien ging die Tendenz in die identische Richtung. (Abb. 17; Tabelle 6)
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Intratumorale Lymphozyten vs. LN5
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Abbildung 17: Intratumorale Lymphozyten im Vergleich zur Lymphknotenausbeute

Kategorie LN5 very low | LN5 low (n = | LN5 High (n = | p-Wert
(n = 63) 69) 38)

CD3CT 907 + 692 1.183 + 857 1.270 + 814 0,010

CD3IF 1.438 + 755 1.832 + 780 1.796 + 912 0,015

CD8CT 544 + 609 728 + 839 781 +1.037 0,183

CDS8IF 594 + 455 719 + 514 743 + 632 0,237

Tabelle 5: Intratumorale T-Lymphozytendichte in verschiedenen LN5-Kategorien (Durchschnitt #*

Standardabweichung, mm?)

Diese Ergebnisse untermauern die Hypothese, dass eine starke Immunantwort, hier durch
eine hohe Lymphozytendichte belegt, der Grund fir eine hthere Anzahl an vergroRerten

Lymphknoten und damit auch flr die hohere Lymphknotenausbeute ist.

3.6 MMR-Status vs. ITL und LN5

Tumoren mit Mikrosatelliteninstabilitat sind dafir bekannt, eine besonders starke
Immunantwort hervorzurufen. (64) Wie oben beschrieben, wurden im Vorfeld die
Mismatch-repair Proteine MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2 mit Antikdrpern

immunhistochemisch nachgewiesen und somit ein Defekt im DNA-Reparatursystem
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aufgezeigt. In dieser Arbeit sollte auch der Zusammenhang zwischen MMR-Status, LN5-
Anzahl und Lymphozyteninfiltration untersucht werden. Die durchschnittliche Zahl an
ITL fiel in den Fallen mit defizitirem DNA-Reparatursystem in allen vier Kategorien
(CD3CT, CD3IF, CD8CT und CDB8IF) signifikant hdher aus als in der Vergleichsgruppe.
(CD3CT: 1.435 £ 931 vs. 1.020 + 694, p = 0,013; CD3IF: 2.034 + 992 vs. 1.597 + 808, p
=0,021; CD8CT: 1.106 + 1.106 vs. 564 * 698, p < 0,001; CD8IF: 908 + 607 vs. 615 +
450, p = 0,007) (Abb. 18)

Tumor-infiltrierende Lymphozyten vs. MMR-Status
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Abbildung 18: Dichte der TIL verglichen mit dem MMR-Status (MMR-P = MMR- Proficient; MMR-D =
MMR-Deficient)

Die Anzahl der LN5 lag in der Gruppe mit defektem MMR-System mit 5 + 3 im Vergleich
zu 3 £ 4 ebenfalls hoher. Der p-Wert lag hier jedoch bei 0,137. (Abb. 19)
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Durchschnittliche Anzahl an LN5: MMR-D vs. MMR-P
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Abbildung 19: Durchschnittliche Anzahl der LN5 verglichen mit dem MMR-Status Status (MMR-P = MMR-
Proficient; MMR-D = MMR-Deficient)

32, dh. 19% der hier eingeschlossenen Félle waren MMR-defizient. Wéhrend in der
Kategorie der LN5vI nur 8% eine Mikrosatelliteninstabilitat aufwiesen, war dies in der
LN5I-Kategorie bei 22% und in der LN5h-Kategorie bei 20% der Fall. Der p-Wert lag
hier bei 0,087. Diese Zahlen bestétigen, sowohl anhand der Lymphozytendichte als auch
anhand der Anzahl vergroBerter Lymphknoten, eine starkere Beteiligung des

Immunsystems beim Kolonkarzinom mit Mikrosatelliteninstabilitét.

3.7 Uberlebensanalyse

Der fir die klinische Praxis und insbesondere fuir Kolonkarzinompatienten bedeutendste
Aspekt der Studie ist der Zusammenhang des Entziindungsinfiltrats mit der Prognose und
letztendlich dem Uberleben der Patienten. Eine hohe Anzahl an vergréRerten
Lymphozyten (LN5), besonders bei einer Ausbeute von 6 oder mehr Lymphknoten
(LN5h), wirkte sich im Trend positiv auf das Uberleben der Patienten aus. (p = 0,228)
Die durchschnittliche Uberlebenszeit lag in dieser Gruppe bei 109 Monaten (95%-
Konfidenzintervall: 97-121). Bei einer Klassifizierung als LN5vI oder LN5I (berlebten
die Patienten durchschnittlich jeweils 103 Monate (95%-Konfidenzintervall: 90-116) und
102 Monate. (95%-Konfidenzintervall: 91-112) (Abb. 20)
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Uberlebensanalyse: LN5
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Abbildung 20: Kaplan-Meier Kurve beziiglich des krankheitssspezifischen Uberlebens bei
Patientengruppen mit unterschiedlicher Anzahl an Lymphknoten > 5mm (LN5)

GemaR der Hypothese dieser Arbeit haben Patienten mit héheren Zahlen an ITL ein
besseres Outcome. Um einen bestmdglichen Grenzwert der Lymphozytendichte zu
ermitteln wurde eine ROC-Analyse durchgefihrt. Fir CD3CT und CD3IF ergab sich ein
Bereich unterhalb der Kurve (AUC) von 0,65. Die Grenzwerte der Lymphozytenzahlen
lagen fur CD3CT bei 1.000/mm?2 und fiir CD3IF bei 1.400/mmz2. (Abb. 21 und Abb. 22).
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ROC Kurve: CD3-CT
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Abbildung 21:ROC-Kurve CD3-CT

ROC Kurve: CD3-IF
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Abbildung 22: ROC-Kurve: CD3-IF

Bei den CD8-positiven Lymphozyten war die Aussagekraft der Infiltration etwas geringer
als bei den CD3-positiven. In der Kategorie CD8IF lag die AUC bei 0,58 und der
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optimalen Grenzwert bei 500/mmz2. Beim Betrachten der Kurve fir CD8CT fiel auf, dass
diese fast der Diagonalen entsprach und die AUC mit 0,51 sehr klein war. Demnach war
die Aussagekraft der CD8-positiven Lymphozyten im Tumorzentrum zu gering, um einen
optimalen Grenzwert zu bestimmen. Aus diesem Grund wurde CD8CT in der
Uberlebensanalyse und bei der Bestimmung des Immunscores (IM) nicht berticksichtigt.
Urspriinglich sollte der Immunscore (IM) 5 Kategorien enthalten. Durch das Wegfallen
von CD8CT reduzierte sich der Score auf lediglich 4 Kategorien (0, 1, 2 und 3) Es ergab
sich die folgende Haufigkeitsverteilung fiir das Vorkommen der jeweiligen Kategorien:
IMO: 14%; IM1: 36%; IM2: 32%; IM3: 18%. IMO und IM1 wurden zu einer Gruppe
zusammengefasst und die Falle mit den anderen beiden Gruppen bezlglich des
krankheitsspezifischen Uberlebens (cancer-specific survival, CSS) verglichen. Somit
gehorten 73 Falle zur Kategorie IM 0/1, 46 Félle zur Kategorie IM2 und 27 Patienten
fielen in die Kategorie IM3. Hierbei lie} sich ein signifikant besseres Outcome bei
Patienten mit einem hoheren IM feststellen (p = 0,024). In der Gruppe IM 0/1 betrug das
krankheitsspezifische Uberleben 94 Monate (95%-Konfidenzintervall: 84-105), wahrend
es in der Kategorie IM2 bei 113 Monaten lag (95%-Konfidenzintervall: 101-125). In der
dritten Kohorte mit dem maximalen Immun Score von 3 wurde im Beobachtungszeitraum
kein Endpunkt wie ein krebsbedingter Tod oder das Auftreten von Fernmetastasen
erreicht. (Abb. 23)

Uberlebensanalyse: Immun-Score
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Abbildung 23: Kaplan-Meier-Kurve beziiglich des krankheitsspezifischen Uberlebens der Patienten mit
unterschiedlichem Immunscore (IM). Die Gruppe 1 beinhaltet IS 0 und IS 1;( P=0,024)
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Um sicherzustellen, dass Uberlebensvorteile auf dem Entziindungsinfiltrat und nicht auf
der ebenfalls mit verbessertem  Uberleben in  Verbindung gebrachten
Mikrosatelliteninstabilitat beruhen, wurde bei der Uberlebensanalyse nochmals zwischen
Patienten mit einem intakten und solchen mit einem defekten DNA-Reparatursystem
differenziert. 123 Falle in der Uberlebensanalyse wiesen ein intaktes MMR-System auf.
Kein Patient dieser Gruppe mit einem IM3 erreichte einen Endpunkt, wahrend die mittlere
Uberlebenszeit bei einem Immun-Score von 2, 108 Monate und bei einem IM1, 97
Monate betrug. Obwohl bei einem p-Wert von 0,105 das Signifikanzniveau nicht erreicht
wird, sind die Unterschiede im krankheitsspezifischen Uberleben doch sehr eindriicklich.
(Abb. 24)
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Abbildung 24: Kaplan-Meier Kurve des krankheitsspezifischen Uberlebens der Patienten mit intaktem
MMR- System (Gruppe 1 fasst die Immunscores 0 und 1 zusammen) (p=0,105)

Auch in den 23 Fallen mit Mikrosatelliteninstabilitat bestatigte sich dieser Trend. Im
Gegensatz zu den Patienten mit Immunscore 1, die ein krankheitsspezifisches Uberleben
von 63 Monaten (95% Konfidenzintervall: 21-106) aufwiesen, konnte bei einem IM von
2 oder 3 kein Todesfall verzeichnet werden. Der Uberlebensunterschied war hier

aufgrund des p-Werts von 0,017 als signifikant einzustufen. (Abb. 25)
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Uberlebens-Analyse: Immune Score - MMR-D
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Abbildung 25: Kaplan-Meier Kurve des KrankheitSspezifischen Uberlebens der Patienten mit nicht
intaktem MMR- System (Gruppe 1 fasst die Imnmunscores 0 und 1 zusammen (p=0,017)

Bei der multivariaten Analyse wurden die Variablen Immunscore, LN5, Crohn-&hnliche
Entzindung, Tumorknospung, MMR Status und Invasionstyp (infiltrierend vs.
oberflachlich schreitend) nach Jass et al. (56) untersucht. Weitere dichotome Variablen
waren pT1/2 vs. pT3/4 und die Unterscheidung in low grade vs. high grade. Die
Untersuchungen ergaben sowohl fur das pT-Stadium als auch fir den Immunscore eine
unabhéngige Vorhersagekraft bezuglich des Eintretens des Endpunktes eines
krebsbedingten Todes. Die p-Werte lagen hierbei bei p < 0,026 und p < 0,024.
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4. Diskussion

4.1 Krebsforschung jenseits der Tumorzelle

Seit der Entdeckung der malignen Entartung von Zellen und dem vielschichtigen und
allseits prasenten Krankheitsbild Krebs hat es sich die Wissenschaft zum Ziel gemacht,
die Tumorzelle und jeden erdenklichen Aspekt ihres Stoffwechsels zu erforschen, um in
ihn einzugreifen und das Tumorwachstum zu stoppen. Wie bei allen Krebsarten gilt die
Zytostatikatherapie, die im Allgemeinen die Proliferation der Tumorzellen verhindern
soll, als Standard der medikamentdsen Therapie. Die Zytostatika greifen in den
Zellzyklus ein, um die pathologisch erhéhte Zellteilungsrate zu reduzieren. Die moderne
Antikdrpertherapie, die immer haufiger in der Therapie von Tumoren eingesetzt wird, hat
es sich zum Ziel gesetzt, die Tumorzelle, bzw. die tumorassoziierten Proteine gezielt
anzugreifen und folglich korpereigene Zellen zu schonen. Viele dieser Antikorper binden
an Oberflachenproteine der Tumorzellen. Einige Beispiel sind das an CD52 bindende
Alemtuzumab, das an CD33 bindende Gemtuzumab, und das Rituximab, welches an
CD20 bindet und in der Therapie des NHL, sowie der CLL eingesetzt wird. (65)

Die Tumorzelle und ihr Stoffwechsel sind der Kern jedes malignen Geschehens und
deshalb der Hauptangriffspunkt im Kampf gegen den Krebs. Fir eine Evolution in der
Tumorforschung und -therapie ist es jedoch essentiell, Uber den Tellerrand der
Tumorzelle hinauszublicken und auch der Mikroumgebung, den umgebenden Zellen und
Strukturen Beachtung zu schenken, um letztendlich auch neue Angriffspunkte fur eine
optimierte Tumortherapie zu finden. Ein Beispiel dafir, wie die moderne Tumortherapie
sich nicht direkt gegen die Tumorzelle richtet und das Tumorwachstum dennoch
erfolgreich verringert ist der Antikérper Bevacizumab. Er richtet sich gegen den
vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) und schréankt somit die bermaRige
Vaskularisierung des Tumors ein, wodurch dessen Wachstum durch die resultierende
Unterversorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff gebremst wird. Bevacizumab wird unter
anderem beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCL), Her2/neu-negativem
Mammakarzinom und auch beim metastasierten Kolonkarzinom erfolgreich

eingesetzt.(65)

In dieser Studie wurden die CD3+ und CD8+ T-Lymphozyten aus der Vielfalt der
Mikroumgebung des Kolonkarzinoms ausgewéhlt und ihre Bedeutung fir den

Krankheitsverlauf untersucht und dargelegt.
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4.2 Immunosurveillance - kdrpereigene Immunabwehr gegen Tumoren

Bei der Erforschung von Neoplasien und ihren Therapien ist es unumgéanglich, sich auch
mit dem Immunsystem auseinanderzusetzen. Schon Paul Ehrlich stellte 1909 die
Hypothese auf, dass das Immunsystem in der Lage ist, maligne Zellen zu erkennen und
zu beseitigen. (66) Der damaligen Forschung fehlte jedoch noch essentielles Wissen (ber
die zellulare und molekulare Ebene des Immunsystems, um dies experimentell
Uberprifen zu koénnen. In den spéaten 1950er Jahren stellten Burnet und Thomas die
Hypothese der Immunosurveillance, also der Immuniberwachung auf. (67) (68) Sie
wollten mithilfe von transplantierten Tumoren in Mausen experimentell nachweisen, dass
Tumoren von einem intakten Immunsystem unterdriickt werden kénnen. Es gab jedoch
auch Studien, die diese Hypothese nicht stutzten und die Bedeutung der T-Lymphozyten
in der Tumorabwehr negierten. Stutman et al. fuhrten beispielsweise Tierexperimente
durch, die zeigten, dass sich inmmunkompetente Méause in ihrer Anfalligkeit fiir spontane
oder chemisch induzierte Tumoren kaum von ihrer Vergleichsgruppe der athymischen
Méuse ohne funktionsfahigen T-Lymphozyten unterschieden. (69) Das Konzept der
Immunuberwachung wurde zu dieser Zeit erst einmal wieder verlassen. Spater fand man
jedoch heraus, dass diese Studie einige Liicken aufwies, da auch athymische Mause noch
T-Zellen aufweisen und zudem die natural killer (NK)-Zellen vollig unbeeintréchtigt sind
und diese ebenso eine grofRe Rolle in der Tumorabwehr spielen. (70, 71) In den 1990er
Jahren wurde die Hypothese der Immunosurveillance unter anderem von Engel et al.
wieder aufgegriffen. Mit dem Kanzerogen 3-Methylcholanthren (MCA) induzierten sie
Sarkome sowohl in athymischen als auch in Wild-Typ M&usen. Bei niedrigen MCA
Dosen konnten sie bei den Mdusen mit kompromittiertem Immunsystem eine kiirzere
Tumorinduktionszeit und eine hohere Tumorinzidenz feststellen. (72) Durch den
Fortschritt der Genforschung war es in den 90er Jahren mdglich, bessere
Versuchstiermodelle mit auf genetischer Basis defektem Immunsystem bereitzustellen,
was das Interesse an der Immunosurveillance Theorie weiter ansteigen lieB. (2) In
experimentellen Studien fand man heraus, dass Interferon-y eine groRe Rolle in der
Abwehr von transplantierten Tumorzellen spielte. Genetisch veranderte Méause, deren
Interferon-y Signalweg durch fehlende Interferon-y-Rezeptoren oder den STAT1
Transkriptionsfaktor gestort wurde, entwickelten Tumoren nach der Behandlung mit
MCA schneller und mit héherer Frequenz als die Kontrollgruppe mit Wildtyp Mausen.
(73) (74) Shankaran et al. forschten an RAG2-/- M&usen, die Defekte im recombination
activating gene 2 aufweisen, welches ein fur die B- und T-Zell Entwicklung wichtiges

Protein kodiert. Diese M&use ohne adaquate Abwehr durch B- und T-Zellen zeigten eine
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hohere Anfélligkeit gegenlber chemisch induzierten und spontanen Tumoren (42). Dies
war der entscheidende erste Nachweis, dass Lymphozyten, mit denen sich die vorliegende
Arbeit beschaftigt, einen groRen Beitrag zur Tumorabwehr leisten. Die grol3e Bedeutung
des Immunsystems in der Entwicklung und Abwehr von Tumoren wurde auch durch
weitere Studien immer deutlicher und wurde schlieBlich allgemein anerkannt. Das
Immunsystem tbernimmt im Allgemeinen mehrere Rollen in der Tumorabwehr. Es
schutzt den Korper vor Viren, die potentiell onkogen sein kdnnen. Des Weiteren ist es
wichtig, dass Pathogene durch das Immunsystem schnell eliminiert werden kénnen, da
auch eine ausgedehnte Entziindungsreaktion die Entstehung von Krebs begtinstigen kann.
Der fir diese Studie wichtigste Aspekt des Immunsystems in der Tumorbekampfung ist
die Beseitigung maligner Zellen durch das Immunsystem, besonders durch Lymphozyten.
Die Erkenntnis, dass Tumorzellen spezielle Antigene exprimieren, die auf gesunden
Zellen nicht zu finden sind, war ein Durchbruch in der onkologischen Immunforschung.
Anhand dieser Antigene kdnnen Tumorzellen von den Lymphozyten mittels spezifischer
Rezeptoren erkannt, von normalen Korperzellen unterschieden und letztlich beseitigt
werden. Die Existenz der speziellen Tumorantigene wurde erstmals dadurch gezeigt, dass
Mause, bei denen Tumoren durch verschiedene Kanzerogene, Viren oder UV-Strahlen
induziert wurden, bei erneuter Provokation der gleichen Tumoren vor diesen geschitzt
waren. Beim Menschen wurden diese Tumorantigene mit Antikdrpern oder CD8-
positiven T-Lymphozyten, die fir den autologen Tumor spezifisch waren und
Krebspatienten entnommen wurden, nachgewiesen. Auf diese Weise entdeckte
Tumorantigene beinhalten p53 oder Her-2. (2) Auch in der klinischen Praxis gibt es viele
Beispiele, die zeigen, dass uns unser Immunsystem vor Tumoren schitzt. HIV-Patienten
mit kompromittierten CD4-positiven T-Helferzellen sind um ein Vielfaches anfélliger flr
Lymphome oder beispielsweise das Kaposi-Sarkom. Auch Patienten, die ein
Spenderorgan erhalten haben und deshalb mit Immunsuppressiva behandelt werden
mussen, haben im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung gleichen Alters und Geschlechts
ein dreifach erhohtes Risiko, an einem Malignom zu erkranken. (75) Unser Immunsystem
gewahrt naturlich leider keinen vélligen Schutz vor Krebs. Auch Menschen mit intaktem

Immunsystem sind davon betroffen.

4.3 Immunoediting — Der Wirt formt seinen Tumor
Robert Schreiber fiihrte den Begriff cancer immunoediting ein, der eine Erweiterung der
immunosurveillance darstellt. Im Gegensatz zur Immuniiberwachung, deren Fokus auf
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der Tumorabwehr durch den Organismus liegt, besagt die Hypothese des Immunoediting,
dass das Immunsystem den Korper nicht nur vor Tumoren schitzt, sondern den Tumor in
gewisser Weise formt, sein Wachstum sogar verstarken kann und Einfluss auf den
immunogenen Phanotyp des Tumors hat. Immunoediting soll also das Zusammenspiel
und die gegenseitige Beeinflussung vom Tumor und seinem Wirtskérper beschreiben und
umfasst drei zentrale Begriffe: elimination, equilibrium und escape. Gemeint ist damit
also die Verdrangung des Tumors, das Gleichgewicht zwischen Wirt und Tumor, sowie
die Art und Weise, wie der Tumor versucht, der Immunabwehr zu entgehen. Elimination
entspricht der schon bekannten Immuniuberwachung, wéhrend die anderen beiden
Begriffe neu eingefuhrt wurden. Bei normalen Zellen kann es durch Karzinogene,
Strahlen, Virusinfektionen, chronische Entziindungen oder vererbte genetische
Mutationen  zur  malignen  Transformation  kommen.  Wenn intrinsische
Abwehrmechanismen, wie zum Beispiel Apoptose diese Transformation nicht stoppen
konnen, laufen die erwédhnten Schritte elimination, equilibrium, und escape meistens, aber
nicht zwangslaufig in dieser Reihenfolge ab. Phasen kdnnen jedoch auch ubersprungen
werden. In der Eliminierungsphase werden transformierte Zellen vom angeborenen und
erworbenen Immunsystem entdeckt, bevor es zu einem klinisch apparenten Tumor
kommt. (2) Es kommt sowohl durch die induzierte Entziindungsreaktion, als auch durch
die Erkennung spezifischer Antigene auf den Tumorzellen zur Einwanderung von
Immunzellen in den Tumor. Wie bereits am oben erwéhnten Tiermodell erforscht, spielt
das Interferon-y auch beim Menschen in der Eliminierungsphase des Immunoediting-
Modells eine zentrale Rolle. Es wirkt im Tumor antiproliferativ und proapoptotisch und
hemmt zudem die Angiogenese und somit die Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung des
Tumors. Zudem kann Interferon-y Makrophagen und NK-Zellen aktivieren, die
Tumorzellen unter anderem durch Perforin-abhangige Mechanismen eliminieren kénnen.
Dendritische Zelle, die durch Zytokine oder durch den Kontakt mit NK-Zellen aktiviert
werden, kdnnen Triimmer von Tumorzellen ingestieren und ihrerseits CD4+ TH1-Zellen
in den nahegelegenen Lymphknoten durch Antigenprasentation aktivieren. Diese T-
Helferzellen tragen wiederum zur Entwicklung tumorspezifischer CD8+ zytotoxischer
Lymphozyten bei. Nach ihrer Rickkehr in den Tumor selbst eliminieren sie dort die
Antigen-positiven Tumorzellen. Die T-Helferzellen produzieren IL-2, welches
zusammen mit IL-15 die Funktion der tumorspezifischen T-Killerzellen unterstitzt. Die
Gleichgewichtsphase (Equilibrium) ist die langste Phase im Immunoediting- Prozess und
kann Uber Jahre andauern. Die Elimination von Tumorzellen wird fortgesetzt und der

Tumor wird in Schach gehalten. Das Immunsystem @bt jedoch nach dem darwinistischen
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Prinzip einen Selektionsdruck auf die Tumorzellen aus, der durch Mutationen zu neuen
Tumorzellvarianten fihrt. Generell tendieren die Tumorzellen dazu, mit zunehmender
Entdifferenzierung dem Immunsystem durch eine immer geringer werdende
Immunogenitat zu entgehen, da sie so schlechter von den Immunzellen erkannt werden
kdnnen. In der Escape-Phase wird der Tumor Klinisch apparent. Trotz eines intakten
Immunsystems koénnen die in der Gleichgewichtsphase selektierten Tumorzellen nicht
mehr vom Immunsystem erkannt und beseitigt werden. Mdglichkeiten, dem
Immunsystem zu entgehen sind unter anderem der Verlust von MHC-Komponenten,
wodurch die Tumorzellen von den zytotoxischen T-Zellen nicht mehr erkannt werden,

oder auch die Entwicklung einer Interferon-gamma-Insensitivitat. (2, 76)

Die Forscher Hanahan und Weinberg publizierten im Jahr 2000 mit ,,Hallmarks of
cancer einen der meist zitierten Artikel in der Krebsdebatte. Sie stellten die folgenden
sechs Kennzeichen von Krebs auf, die zu seiner Entwicklung nétig sind:
Selbstversorgung mit Wachstumssignalen, Umgehung der Apoptose, Unempfindlichkeit
gegenliber Wachstumssignalen, nachhaltige Angiogenese, Gewebsinvasion und
Metastastasierung sowie das unbegrenzte Potential zur Zellteilung. (77) Auch sie
erkannten die Bedeutung des Immunsystems in der Tumorforschung und fugten in der
Aktualisierung des Konzepts die Notwendigkeit der Umgehung des Immunsystems ihren

Kennzeichen der Krebsentstehung hinzu. (78)

44 Das Immunsystem als konfundierende Variable zwischen
LymphknotengroRle, Lymphknotenausbeute und Prognose

Diesen Untersuchungen vorausgehende Studien haben sich bereits mit der Rolle des
Immunsystems beim Kolonkarzinom befasst. GrofRe Lymphknoten galten bisher oft als
Alarmsignal fiir einen tumordsen Befall. Markl et al. nahmen die Lymphknoten beim
Kolonkarzinom naher unter die Lupe und konnten eine alternative Sichtweise auf die
Rolle der Lymphknoten aufzeigen. Ein vergréRerter Lymphknoten ist demnach besser als
sein urspringlicher Ruf, da er als Zeichen einer starken korpereigenen Immunantwort
gegen den Tumor gewertet werden kann, die mit einer verbesserten Prognose einhergeht.
In der Studie von Méarkl et al. waren zudem nur 25% der Lymphknoten groRer als 1 cm
von Metastasen befallen. (3). Die Erkenntnis der vergrofierten Lymphknoten als
Ausdruck der Immunantwort stellt auch das Will-Rogers Phdanomen in Frage. Oft wird
argumentiert, dass Lymphknotenmetastasen leicht tibersehen werden kénnen, wenn nicht

genug Lymphknoten untersucht wurden und den Patienten deshalb falschlicherweise ein
53



zu niedriges Tumorstadium zugeschrieben wird. Eine hohe Lymphknotenausbeute wird
als Qualitatsmerkmal der Arbeit von Chirurg und Pathologe angesehen und soll falsch-
negative NO Diagnosen einschranken. Je mehr Lymphknoten untersucht werden, desto
hoher ist auch die Wahrscheinlichkeit, eine Lymphknotenmetastase aufzuspuren. Diese
Annahme ist schwer anzuzweifeln, da sie zum einen so logisch einleuchtend ist, und zum
anderen  wissenschaftlich  gezeigt wurde, dass Patienten mit groferer
Lymphknotenausbeute auch ein besseres Outcome haben.(29, 79) Nach dieser Hypothese
sollte moglichst jeder Lymphknoten detektiert werden, um ein optimales
Patientenoutcome zu erreichen. Wie oben bereits erwahnt, haben die immer besser
werdenden Techniken der Lymphknotepraparation, z.B. mit Methylenblau, jedoch nicht
den erhofften Effekt einer verbesserten Detektion von Lymphknotenmetastasen
erbracht.(4)

Gemal} der Hypothese dieser Studie und vorausgehenden Untersuchungen (3) fuhrt eine
starke Immunantwort zu vielen und grofen Lymphknoten im Tumorabflussgebiet,
wodurch wiederum das Auffinden der Lymphknoten vereinfacht und somit auch die
Lymphknotenausbeute erhéht wird. Auch Sloothaak et al. konnten eine Korrelation
zwischen der LymphknotengroBe und ihrer Ausbeute feststellen. Zudem war die
durchschnittliche LymphknotengréRRe bei suffizienter Lymphknotenausbeute von tiber 12
Lymphknoten groRer als bei Nichterreichen dieser Marke. (80)

Ahnliche Ergebnisse erbrachte auch eine 2016 durchgefihrte Studie von Markl et al. Es
handelte sich um eine retrospektive Studie, deren Lymphknoten mit konventionellen
Techniken prépariert wurden. Genau wie in dieser Studie wurde das Studienkollektiv in
drei Gruppen beziiglich ihrer Anzahl an grof’en Lymphknoten Uber 5mm eingeteilt
(LN5vI, LN5I, LN5h). Die durchschnittliche Lymphknotenausbeute bei konventioneller
Préparation lag hier in den Gruppen LN5vI, LN5I und LN5h bei jeweils 11, 14 und 20
Lymphknoten. In dieser Studie konnte besonders bei Patienten im Tumorstadium pT3/4
in der LN5h - Gruppe ein signifikant langeres Uberleben von durchschnittlich 71
Monaten im Vergleich zu 40 Monaten (bei LN5vI) und 57 Monaten (bei LN5I) festgestellt
werden. (81)

Die Analysen der verschiedenen LN5 Gruppen in dieser Arbeit ergaben ebenfalls eine
bessere Prognose bei Patienten mit einer hohen Anzahl groRer Lymphknoten tiber 5mm.
Die Tatsache, dass die Unterschiede nicht signifikant waren, ldsst sich mit groRer
Wahrscheinlichkeit auf das relativ kleine Studienkollektiv zurtickfihren. (Abb. 20)

Ebenfalls konnte bei einer als suffizient gewerteten Lymphknotenausbeute von lber 12
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LK ein leichter Uberlebensvorteil festgestellt werden. Die geringe GroBRe des
Studienkollektivs ist vermutlich wiederum der Grund dafir, dass die Unterschiede nicht
als signifikant gewertet werden konnten. Gemal der Studienhypothese wird der
LymphknotengréRe und insbesondere der damit einhergehenden Dichte der ITL im
Vergleich mit der LK-Ausbeute eine weitaus wichtigere Bedeutung fur das
Patientenoutcome zugesprochen. Das Immunsystem fungiert also als konfundierende
Variable zwischen einer hohen Lymphknotenausbeute und einem positiven Outcome. Die
LymphknotengroRe ist der Hypothese dieser Arbeit nach ein makroskopisches
Kennzeichen einer starken Immunantwort. Das Besondere der Lymphknotengrée als
prognostischer Marker ist die Tatsache, dass sie mit einfachsten Mitteln bestimmt werden
kann und fir den Patienten dennoch sehr wichtige prognostische Informationen liefert.
Um die immunologischen Vorgdnge zu verstehen, ist es ebenfalls wichtig, das
Immuninfiltrat und die zellulare Mikroumgebung des Tumors in Betracht zu ziehen. Auf
mikroskopischer Ebene kann eine starke Infiltration des Tumors mit Lymphozyten als
ausgepragte Immunreaktion gewertet werden. Kim et al. fanden in ihrer 2013
veroffentlichten Studie bereits einen Zusammenhang zwischen der Anzahl entnommener
Lymphknoten und dem Entzindungsinfiltrat beim Kolonkarzinom. Sie analysierten das
Immuninfiltrat immunhistochemisch anhand von CD3, CD8 und CD45RO. In ihrer
Studie konnte gezeigt werden, dass ein ausgepragtes Immuninfiltrat mit einer gréRReren
Lymphknotenausbeute einherging (p = 0,04). Zudem brachte ein schwaches
Immuninfiltrat bei Patienten im TNM-Stadium |11 ein kirzeres krankheitsspezifisches
Uberleben mit sich. (p = 0,02) (82)

Diese Studie hat es sich zum Ziel gesetzt, die Verbindung zwischen makroskopischen
und mikroskopischen Aspekten der Immunantwort herzustellen und den Zusammenhang
zwischen LymphknotengroRe und der Infiltrationsdichte CD3+ und CD8+
tumorinfiltrierender Lymphozyten aufzuzeigen. Betrachtet werden hierbei das
Tumorzentrum und die Infiltrationszone des Tumors. Die Einteilung und Abstufung der
Immunantwort orientiert sich an dem von Galon(47, 49) und Pages(46, 83) eingefiihrten

Immunscore.

4.5 Bestimmung der Lymphozytenzahlen mittels digitaler Bildanalyse
Sowohl durch manuelles Z&hlen der Lymphozyten, als auch durch die digitale
Bildanalyse ist eine Analyse des gesamten Schnittes extrem zeitaufwendig und im grofRen

Stil mit der gegenwartig verfligbaren Technik kaum umsetzbar. Besonders vor dem
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Hintergrund der Integration dieses Konzepts in den Kklinischen Alltag fiel die
Entscheidung, kleine Ausschnitte aus den Schnitten zu selektieren und diese beziiglich
ihrer Lymphozytenzahl zu analysieren. Hier ist es essentiell, Ausschnitte zu wahlen, die
in ihrer Lymphozytenzahl représentativ flir das gesamte Préparat sind. Trotz aller Sorgfalt
bleibt die Wahl der Ausschnitte eine untersucherabhéngige, subjektive Entscheidung
Beim Vergleich der digitalen Bildanalyse mit dem manuellen Z&hlen durch drei
unabhéngige Untersucher konnte eine hohe Konkordanz festgestellt werden (R = 0,971;
p < 0,001) und somit die Reliabilitat des Programms bestatigt werden. (Abb. 10)
Vayrynen et al. kamen in ihrer 2012 veroffentlich Studie tber die Anwendung von ImagelJ
zu fast identischen Ergebnissen. (R > 0,96 im Vergleich mit exaktem manuellen Z&hlen)
Auch die Korrelation beim Vergleich mehrerer Ausschnitte eines Préparats ist sehr hoch
(R = 0,832-0,934), was die erwahnten Bedenken bezuglich der Auswahl eines

reprasentativen Ausschnitts relativieren kann. (59)

Es bestand eine starke Korrelation zwischen den Zellzahlen im Tumorzentrum und in der
Infiltrationszone. Zwischen den CD3+ und CD8+ Zellen war die Korrelation ebenfalls
hoch. Weitere Studien, die die oben erwahnten TIL und weitere inflammatorische Zellen
beim Kolonkarzinom untersuchtem, konnten ebenfalls eine hohe Korrelation
feststellen.(83, 84) Auch der Vergleich der Lymphozytendichte mit der Crohn-&hnlichen
Entzindung und den semiquantitativen Analysen der ITL in der H&E-Farbung erbrachte
eine Ubereinstimmung. Diese Erkenntnisse sprechen fiir die hohe Verlasslichkeit der

digitalen Bildanalyse.

Bei der Bestimmung der Dichte tumorinfiltrierender Lymphozyten kénnen genomische
Verfahren als mdgliche Alternativen zu Immunhistochemie und digitaler Bildanalyse
diskutiert werden. Genomische Verfahren stutzen sich insbesondere auf die Analyse der
Genexpression des T-Zell-Rezeptors (TCR) auf der Oberflache der T-Zellen, welcher der
Erkennung von Antigenen dient. Der CDR3 Region (complementarity determining region
3) des TCRs kommt hierbei eine besondere Bedeutung zu. Das TCR-Repertoire gibt
somit Aufschluss Uber die Art und das Ausmal der TIL, sowie ihre
Interaktionsmoglichkeiten mit dem Tumor. Die Erstellung eines TCR-Profils kann durch
TCR-Sequenzierung oder durch RNA-Sequenzierung erfolgen. Bei der TCR-
Sequenzierung wird die CDR3-Region des TCR-Transkripts mittels PCR und
vorgefertigten Primern selektiv vervielféltigt. Die RNA-Sequenzierung ist unselektiv,
wodurch die TCR-Transkripte nur einen Bruchteil aller generierten Transkripte

ausmachen. Das Ziel der Erstellung eines TCR-Profils besteht genau wie bei der digitalen
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Bildanalyse darin, die antitumorale Immunantwort darzustellen und prognostische sowie
pradiktive Informationen zu erhalten. Es wurden beispielsweise bereits Zusammenhéange
zwischen TCR-profil und dem Ansprechen auf Immuntherapeutika wie CTLA-4
Checkpoint Inhibitoren untersucht, auf die im Verlauf der Arbeit noch néher eingegangen
wird. (85-88)

Durch die wachsende Verfugbarkeit und die sinkenden Kosten der Sequenzierung wird
die Bestimmung des TCR-Repertoires zukunftig besonders im Hinblick auf die
Immuntherapie voraussichtlich immer mehr an Bedeutung gewinnen. Strebt man einen
Vergleich mit der in dieser Arbeit verwendeten Methode der digitalen Bildanalyse an, so
bleiben die genomischen Analysen derzeit jedoch aufgrund ihres hohen Aufwands eher
speziellen Fragestellungen und Studien vorbehalten, wéhrend die digitale Bildanalyse in
Kombination mit dem Immunscore bereits in den klinischen Alltag integriert werden

kann.

4.6 Lymphknotengroéf3e und Immunantwort

Ein Ziel dieser Studie war es, den Zusammenhang zwischen der makroskopisch zu
beurteilenden LymphknotengroRe, ihrer Ausbeute und der Dichte intratumoraler
Lymphozyten herzustellen. Bei Patienten mit suffizienter Lymphknotenausbeute von
mindestens 12 Lymphknoten konnte im Tumorzentrum eine signifikant hohere Dichte
der ITL beobachtet werden als bei Patienten mit niedrigerer Ausbeute. Auch in der
Infiltrationszone waren die Dichten marginal signifikant hoher. (Abb. 16) Zudem
korrelierte die Dichte der Lymphozyten mit der LymphknotengréRe; d.h. mit den LN5
Kategorien LN5vI, LN5I und LN5h. (Abb. 17; Tabelle 6) Wenig grofRe Lymphknoten
waren mit schwacher Lymphozyteninfiltration vergesellschaftet. Diese Ergebnisse stehen
im Einklang mit der Hypothese, dass sich eine starke Immunantwort sowohl in der
Présenz groRer Lymphknoten als auch in einem ausgepragten Immuninfiltrat dufert.
Grolkere Lymphknoten bei Patienten mit besonders aktivem Immunsystem sind leichter
zu detektieren und erhdhen somit auch die Lymphknotenausbeute. Dies ist eine Erklarung
fur den prognostischen Vorteil einer hohen Lymphknotenausbeute. Schon vor Gber 40
Jahren befassten sich Forscher mit dem Zusammenhang zwischen der
Lymphknotenmorphologie, der Immunantwort und der Prognose beim Kolonkarzinom.
1980 beschéftigten sich Pihl et al. mit der Relation vergroRerter Lymphknoten und dem
krankheitsspezifischen Uberleben beim Kolonkarzinom. Sie stellten fest, dass sich

hyperplastische Keimzentren bei normalen regionalen Lymphknoten im Dukes Stadium
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B und bei tumords befallenen Lymphknoten im Dukes Stadium C positiv auf das
Uberleben auswirkten. Auch ein vergroRerter Parakortex der Lymphknoten ging in den
Stadien Dukes B und C mit verlangertem krankheitsspezifischem Uberleben einher. (89)
Die Lymphknotenmorphologie mit seinem Immuninfiltrat wurde schon 1975 als
prognostischer Faktor beim Kolonkarzinom in Betracht gezogen. So konnten Patt et al.
in ihrer an Sigmakarzinompatienten durchgefiihrten Studie bei Patienten, deren
Lymphknoten die groRte Dichte an parakortikalen Immunoblasten aufwiesen, die
langsten Uberlebensraten feststellen. Die 5-Jahres Uberlebensrate lag in dieser
Studienpopulation bei 74%, wéhrend sie bei Patienten mit geringer oder moderater
parakortikaler Immunoblasteninfiltration nur bei 35% lag. (90) Kim et al konnten in ihrer
2013 veroffentlichen Studie einen Zusammenhang zwischen der Lymphknotenausbeute
und dem Immuninfiltrat herstellen. Sie beurteilten das Immuninfiltrat
immunhistochemisch anhand der T-Zell Marker CD3, CD8 und CD45RO bei Patienten
mit Kolonkarzinom im UICC Stadium Il und Ill. Ein starkes Immuninfiltrat war, wie in
dieser Studie auch, mit einer gréReren Lymphknotenausbeute vergesellschaftet. Zudem
ist laut Kim et al. die Lymphknotenausbeute bei Tumoren im rechten Hemikolon erhéht.
(82) George et al., die mit ihrer Studie ebenso das Will Rogers Phanomen anzweifelten,
fanden ebenfalls eine Korrelation zwischen der Anzahl detektierter Lymphknoten und der
Intensitat der Lymphozyteninfiltration. Zudem bestand auch in dieser Studie ein

signifikanter Uberlebensvorteil in der Studiengruppe mit einer hohen Dichte der TIL. (91)

4.7 Zusammenhange zwischen Mismatch-Repair System und Immunantwort
Das Studienkollektiv wurde unter anderem auch in Falle mit intaktem und defektem
Mismatch-Repair System eingeteilt. Hierbei konnte eine erheblich héhere Dichte CD3-
positiver ITL in der Gruppe der MMR-defizienten Félle detektiert werden. Zudem war in
der Gruppe mit vielen groRen Lymphknoten (LN5h) der Anteil der MMR-defizienten
Félle bedeutend hoher. Beide Erkenntnisse zeigen den Zusammenhang einer starken
Involvierung des Immunsystems und einem defekten Mismatch-Repair System. Auch
andere Studien fanden bereits einen Zusammenhang zwischen einer hdohere
Lymphknotenausbeute und Kolonkarzinomen mit Mikrosatelliteninstabilitat. In einer
Studie von Belt et al. lag der Anteil der MSI-Tumoren bei hoher Lymphknotenausbeute
(hier mindestens 10 LK) bei 26,3%, wahrend er sich bei niedriger Lymphknotenausbeute
nur bei 15,1% befand.(92) Auch Soreide et al. konnten in ihrer Studie bei den Tumoren
mit Mikrosatelliteninstabilitat die hdchste Lymphknotenausbeute verzeichnen.(93)
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Die Relation zwischen einem  aktivierten  Immunsystem und  einer
Mikrosatelliteninstabilitat erklart sich durch neue immunogen wirkende Peptide, die
durch Rastermutationen entstehen und aufgrund der Defizite in der DNA-Reparatur nicht
behoben werden kénnen. Das korpereigene Immunsystem reagiert auf diese Peptide und

aktivierte T- Lymphozyten wandern folglich vermehrt in das Tumorgebiet ein. (92, 94)

Mikrosatelliteninstabilitit geht mit einem Anstieg der ITL einher, wie diese und weitere
Forschungsergebnisse darlegen. Des Weiteren wurde, wie ein 2005 von Popat et al.
verfasster Ubersichtsartikel besagt, bei Patienten mit MSI-high Tumoren ein langeres
Uberleben festgestellt. (95) Auch Belt et al. konnten bei Patienten mit MSI-Tumoren eine
geringere Rezidivrate beobachten.(92) Kritiker kénnten nun argumentieren, dass die MSI
oder mit ihr zusammenhéngende Faktoren wie CIMP (CpG island methylator phenotype)
oder die BRAF Mutation als Confounder zwischen den ITL und dem verbessertem
Outcome fungieren. Ogino et al. konnten jedoch zeigen, dass eine hohe
Lymphozytendichte auch nach Berlcksichtigung dieser Kovariablen mit einem
signifikant langeren Uberleben assoziiert ist. (96) In dieser Arbeit konnte kein vom
MMR-Status abhangiger Unterschied beziiglich des Uberlebens nachgewiesen werden,
wenngleich die Ergebnisse fir diese Fragestellung statistisch keine ausreichende
Aussagekraft besitzen. Dennoch ist der prognostische Wert der ITL hoher einzustufen als
der des MMR-Status, da der prognostische Vorteil einer hohen Lymphozytendichte auch
nach einer Stratifizierung gemal MMR-Status erhalten bleibt. (Abb. 24, Abb. 25)

4.8 Mikroumgebung des Tumors und Prognose - Zusammenhange anhand
von Scoring-Systemen

Eine mdglichst genaue Einschatzung der Prognose eines Krebspatienten ist insbesondere
fur die Planung der bestmdglichen Therapieform essenziell. Seit Jahren versuchen
Forscher genetische oder molekulare prognostische Faktoren ausfindig zu machen, die
dazu beitragen konnten, Patienten zu selektieren, die trotz geringer Tumorinfiltration
einer Risikogruppe fiir schnellen Tumorprogress angehdren. Es ist von grof3er klinischer
Bedeutung, Risikopatienten friihzeitig zu identifizieren um ihnen Chemotherapie oder
auch individuelle Therapien friihzeitig zukommen zu lassen, selbst wenn diese gemaR der
auf der TNM-Klassifikation basierenden Leitlinie noch nicht indiziert wéren. Klassische
prognostische Marker, die bei Patienten ein erhdhtes Rezidivrisiko aufzeigen kénnen sind
Gefdll- oder LymphgeféRBeinbruch, perineurale Invasion, eine ausgepragte

Tumorknospung und Tumornekrose. Auch Patienten mit als aggressiv eingestuften
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histologischen Varianten, wie das Siegelringkarzinom oder das mikropapillare
Adenokarzinom werden als Risikopatienten angesehen und kdnnen von adjuvanten
Therapien profitieren. (97) Ein weiteres Beispiel fiir einen prognostischen Marker ist der
VEGF (vascukar endothelial growth factor), dessen erhéhte Exprimierung mit einer
Verschlechterung der Prognose einhergeht. (98) Zudem wurden die MMPs (Matrix
Metalloproteinasen) und ihre Inhibitoren TIMP (Tisue inhibitor of matrix
metalloproteinase) beztglich ihrer prognostischen Bedeutung beim Kolonkarzinom
untersucht, da die Tumorinvasion und Metastasierung mit der Zersetzung der
extrazellularen Matrix z.B. durch Proteinasen beginnen kann. (99) Erst kiurzlich haben
Maérkl et al. zudem die Marker uPA (Plasminogen-Aktivator vom Urokinasetyp) und PAI-
1 (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor) sowie die Tumorknospung beziglich ihrer
prognostischen Bedeutung beim Kolonkarzinom evaluiert. Wahrend uPA keine
Auswirkungen auf die Prognose hatte, ging eine hochgradige PAI-1 Expression mit einem
verkirzten krankheitsspezifischen Uberleben einer. In der Kombination mit der
Tumorknospung war der Unterschied signifikant. Zudem konnte dieser Kombination aus
PAI-1 und Tumorknospung ein unabhangiger Vorhersagewert fur das Auftreten von

Fernmetastasen zugesprochen werden. (100)

Mit der Zeit hat sich der Blick auf Tumoren dahingehend erweitert, dass nicht mehr nur
der Tumor selbst, sondern vermehrt auch seine Mikroumgebung und vor Allem das
Entzindungsinfiltrat, also die korpereigene Immunabwehr, im Hinblick auf die
Prognostik bertcksichtigt wird. Vor dem Hintergrund der prognostischen Rolle des
Immuninfiltrats haben sich verschiedene Scoring Systeme entwickelt, deren
gemeinsames Ziel es ist, Tumoren optimal zu klassifizieren und das klassische TNM

Staging-System zu komplementieren.

Die Forscher Klintrup und Makinen analysierten 2005 mittels H&E Farbung die
allgemeine Immunreaktion sowie die Infiltration mit eosinophilen Granulozten,
neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten jeweils im Tumorzentrum
und in der Infiltrationszone. GeméalR dem Ausmal} der Infiltration wurde fur jede Zellart
in jeder der beiden Lokalisationen ein Score von 0 bis 3 vergeben. Um die
Reproduzierbarkeit zu erhéhen und die Analyse zu vereinfachen, wurden die Scores 0
und 1 als schwache Inflammation und die Scores 2 und 3 als starke Inflammation
zusammengefasst. In der Infiltrationszone wiesen eine high-grade Infiltration mit
Neutrophilen, Lymphozyten, Makrophagen und eine starke allgemeine Entziindung eine

signifikant positive Korrelation mit dem 5-Jahres-Uberleben auf. Im Tumorzentrum war
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der Uberlebensvorteil nur bei der starken allgemeinen Entziindung und einer hohen
Infiltrationsdichte der Lymphozyten signifikant. Die Studie konnte zeigen, dass ein
starkes Immuninfiltrat einen hohen stadienunabhéngigen Vorhersagewert beztiglich des
allgemeinen — und krankheitsfreien Uberlebens hat. Beim Lymphknotennegativen
Kolonkarzinom wies das Kollektiv mit High-grade Inflammation ein 5- Jahres Uberleben
von 87,6% auf, wahrend es in der Gruppe mit Low grade Inflammation nur bei 47% lag.
(45) Der von Klintrup und Mékinen entwickelte Score zur Klassifizierung des
Kolonkarzinoms ist in der Wissenschaft als K-M Score bekannt. Der Fokus lag hier auf
dem allgemeinen Inflammationsgrad, da anhand der mit H&E gefarbten Schnitte keine
exakte Differenzierung der Zelltypen erfolgte. Vayrynen et al. nahmen den K-M Score
als Ausgangspunkt ihrer Forschung und nahmen das erwéhnte Entziindungsinfiltrat naher
unter die Lupe. Sie analysierten die Infiltrationsdichte von 8 verschiedenen
Entzindungszellen immunhistochemisch. Neben CD3 und CD8 bestimmten sie FoxP3
fur regulatorische T-Zellen, CD68 fiur Monozyten/Makrophagen, CD83 fir reife
dendritische Zellen, CD1a fir unreife dendritische Zellen, sowie Mastzellen-Tryptase fiir
Mastzellen und Neutrophile Elastase fir Neutrophile Granulozyten. Sowohl zwischen
den einzelnen Zelltypen als auch zu den Ergebnissen des mittels H&E Férbung
ermitteltem K-M Score bestand eine hohe Korrelation. (84) Wahrend die Ergebnisse
beziiglich der prognostischen Aussagekraft der mittels FoxP3+ nachgewiesenen
regulatorischen T-Zellen in verschiedenen, von Fridman et al. zusammengefassten
weiteren Studien nicht einheitlich waren (1), war eine hohe Dichte dieser Zellen in der
Studie von Vayrynen et al. ganz besonders mit einer niedrigen Rezidivrate assoziiert. Des
Weiteren wiesen in dieser Studie die peritumoralen CD3+ T-Zellen und der vier-stufige
K-M Score signifikante Assoziationen mit einer niedrigeren Rezidivrate auf. Aufgrund
des kurzen Follow-ups war der Zusammenhang trotz dhnlicher Tendenzen bei anderen
Zelltypen hier nicht signifikant. Zudem korrelierte das TNM- Stadium umgekehrt mit
dem K-M Score und mit der Infiltration der Immunzellen. Besonders auffallig war diese
inverse Korrelation im TNM Stadium 1V mit FoxP3+, CD3+, und CD8+ Lymphozyten.
(84) Dendritische Zellen présentieren den T-Zellen Antigene und tragen zu deren
Ausreifung bei. Besonders in der Infiltrationszone des Kolonkarzinoms ldsst sich eine
starke Clusterbildung zwischen den CD83+ reifen dendritischen Zellen und den T-Zellen
beobachten, was ihre Bedeutung fir die T-Zell abhéngige Immunantwort
verdeutlicht.(84, 101)
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Diese Arbeit zeigt die prognostische Bedeutung der CD3+ und CD8+ Lymphozyten beim
lymphknotennegativen Kolonkarzinom. Die Klassifizierung erfolgt geméR dem
urspringlich von Galon und Pages entwickelte Immunscore, der generell auf der
Untersuchung der Infiltrationsdichte zweier Arten von Lymphozyten im Tumorzentrum
und in der Infiltrationszone basiert. Die Uberlebensanalysen ergaben ein signifikant
langeres krankheitsspezifisches Uberleben der Patienten mit einer hohen Dichte
intratumoraler Lymphozyten. Das krankheitsspezifische Uberleben betrug 94 Monaten
bei einem ermittelten Immunscore von 0/1 und 113 Monate bei einem Immunscore von
2. In der Gruppe mit dem hdchsten Immunscore von 3 wurde im Beobachtungszeitraum
kein Endpunkt erreicht. Diese Ergebnisse bezuglich der prognostischen Aussagekraft der
intratumoralen Lymphozyten sind mit denen weiterer Studien im Einklang. Wéhrend sich
diese Studie mit den CD3+ und CD8+ T-Lymphozyten befasste, wurden bereits auch
andere Zellen des Immuninfiltrats beim Kolonkarzinom untersucht. Wie bereits in Bezug
auf den Immunscore beschrieben, untersuchten Pagés et al. neben den CD8+
Lymphozyten die CD45RO+ T-Geddachtniszellen im Tumorzentrum und in der
Infiltrationszone des Kolonkarzinoms und Kkategorisierten die Félle gemaR dem
Immunscore. Patienten mit einem 1S4 wiesen in Bezug auf das 5-jahrige krankheitsfreie
Uberleben und das Gesamtiiberleben Raten von 95,2% und 86,2% auf, wahrend die Raten
der Patienten mit 1SO bei 25% und 27,5% lagen. (50) Pagés et al. fuhrten neben
immunhistochemischen - auch genetische Analysen mittels PCR durch und konnten
zeigen, dass eine hohe Dichte der CD45RO+ Gedachtniszellen mit einer Hochregulierung
von Genclustern einhergeht, die sich der CD8-Zytotixitat (Perforine, Granzyme) oder der
TH1 vermittelten Immunantwort (T-bet, IFN-y, IL-12Rb 1, IL12Rb 2, IL-18) zuordnen
lassen. (50) Diesen genannten Faktoren, gemeinsam mit der Infiltration zytotoxischer T-
Lymphozyten und T- Gedéachtniszellen im Tumorzentrum und in der Infiltrationszone,
wurde auch von Fridman et al. eine positive Assoziation mit dem Uberleben
zugesprochen. Fridman et al. bezogen sich hierbei nicht ausschlieflich auf das
Kolonkarzinom, sondern auf Tumoren im Allgemeinen. (1) In den genetischen Analysen
von Pages et al. bestand andererseits kein Zusammenhang zwischen der Infiltration mit
CD45RO+ Gedachtniszellen und der Expression von Genen, die mit der TH2-
Immunantwort assoziiert werden. (50) Auch die Analyse des Immunkontexts
verschiedener Tumoren von Fridman et al. bestétigte, dass man bei TH2 Zellen ebenso
wie bei TH17 Zellen und regulatorischen T-Zellen im Gegensatz zu den oben erwéhnten
Zellen keine allgemeine Aussage beziiglich der Auswirkungen auf das Uberleben treffen

kann. Ihre Bedeutung fur die Prognose ist von Tumor zu Tumor unterschiedlich. Wéahrend
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TH2-Zellen beispielsweise keine bestimmten Auswirkungen auf die Prognose des
Kolonkarzinoms haben, wurde beim Ovarialkarzinom, beim Pankreaskarzinom und beim
Magenkarzinom eine schlechtere Prognose mit der starken Infiltration dieser Zellen
assoziiert. Eine starke TH17 Infiltration geht beim Kolonkarzinom mit einer eher
schlechteren Prognose einher, wahrend sie beim Ovarial- und Magenkarzinom positiv
behaftet ist. (1)

In einer erst kurzlich veroffentlichen Studie haben Park et al. den prognostischen Wert
des K-M Scores mit dem des Immunscores verglichen. Flr die Bestimmung des IS wurde
immunhistochemisch genau wie in dieser Arbeit die Infiltrationsdichte der CD3+ und
CD8+ Lymphozyten bestimmt. Beide Scoring Systeme korrelierten mit dem
krankheitsspezifiscnen Uberleben, wobei die prognostische Aussagekraft des
Immunscores hoher eingestuft werden konnte. Das krankheitsspezifische 5-Jahres-
Uberleben lag zwischen 61% bei IS0 und 94% bei 1S4. Bei der Unterscheidung zwischen
KM-low und KM-high lagen diese Werte bei 66% und 88%. Der IS konnte Patienten mit
hohem und niedrigem K-M Score gemaR ihrem Uberleben stratifizieren. Umgekehrt war
hingegen keine weitere Stratifizierung mehr maéglich. (102) Ein weiterer Versuch, das
Outcome von Kolonkarzinompatienten zu prognostizieren, ist die Bestimmung der TSP
(Tumour Stroma Percentage). Hierbei wird in mit H&E gefarbten Schnitten der
prozentuale Anteil des Tumorstromas in der Infiltrationszone bestimmt, wobei Nekrose
und Schleimareale ausgeschlossen werden. Ein hoher TSP geht mit verklrztem
Uberleben einher und wird als unabhéngiger prognostischer Faktor gewertet. (102, 103)
Park et al. konnten in ihrer Studie verdeutlichen, dass eine Kombination aus dem
Immunoscore und der TSP die prognostische Aussagekraft nochmals erhoht. Beziglich
des 5-Jahres-Uberleben konnten Werte zwischen 38% (IS = 0/1; hoher TSP) und 92%
(1S4; niedriger TSP) ermittelt werden. Je stdrker jedoch das Immuninfiltrat war, desto
schwécher war sowohl der Anteil des Tumorstromas (TSP) als auch die prognostische
Aussagekraft des TSP (102) Park et al. stellten die Vermutung auf, dass ein Verlust des
Immuninfiltrats die Ausbreitung des Tumorstromas beglinstigt. Dies ist auch im Einklang
mit der Annahme dieser Studie beziiglich des positiven prognostischen Effekts der

Immunzellen.
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4.9 TNM-Immune - ein internationales Klassifikationssystem basierend auf
dem Immunscore

Die Bedeutung eines Klassifikationssystems ist flr Tumorpatienten enorm hoch, da sich
hieraus im klinischen Alltag Prognosen und individuelle Therapien ableiten lassen. Das
traditionelle TNM System der UICC hat seit Jahrzehnten Bestand, obwohl die Forschung
bereits weit Uber den Tellerrand dieses Systems hinausblickt und sich gezeigt hat, dass
die aus dem TNM-System abgeleiteten Prognosen oft nicht korrekt sind. So kdnnen
beispielsweise Patienten mit weit fortgeschrittenen Karzinomen (ber lange Zeit stabil
bleiben. Sogar Metastasen kdnnen sich spontan zurtickbilden. Andererseits lassen sich
bei Patienten mit lokalisierten Tumorstadien und kompletter Resektion in ca. 25% der
Félle unerwartete Rezidive oder eine extrem schnelle Progression der Krankheit
beobachten.(52)

Eine 2011 von Mlecnik et al. durchgefuhrte multivariate Analyse konnte eine
prognostische Uberlegenheit des Immunscores (mit CD8+ und CD45RO+ Lymphozyten)
gegeniiber dem klassischen TNM System in Bezug auf krankheitsfreies Uberleben,

krankheitsspezifisches Uberleben und Gesamtiiberleben feststellen. (Abb. 26)
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Abbildung 26: ROC Kurve fiir krankheitsfreies Uberleben bei Patienten mit KRK im Stadium | bis IlI;
Verglichen wurden TNM Staging, Darmperforation und Immunscore bezlglich ihres prognostischen
Werts(104)

Patienten mit einer rezidivierenden KRK-Erkrankung wiesen in der Studie von Mlecnik

et al. ein schwécheres Immuninfiltrat auf als solche Patienten, die kein Rezidiv erlitten.

Zudem wurde festgestellt, dass mit dem Fortschreiten der Krankheit gemal? TNM, die

Dichte der ITL abnahm. Umgekehrt betrachtet hatten die Patienten, die sowohl im
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Tumorzentrum als auch in der Infiltrationszone eine starke Infiltration mit CD8+
Lymphozyten aufwiesen zu 60% nur ein CIS oder ein T1 Stadium. Nur 18% der Patienten
im T4-Stadium wiesen hingegen eine hohe Infiltrationsdichte CD8+ Lymphozyten in
beiden Regionen auf. (104)

Mlecnik et al. konnten verdeutlichen, dass auch eine vermeintlich harmlosere
Krebserkrankung mit niedrigem TNM Stadium, bei entsprechend niedrigem Immunscore

ein erhohtes Rezidivrisiko aufweisen kann.

Galon et al. schlagen deshalb vor, den Immunscore der TNM-KIassifikation als festen
Bestandteil hinzuzufiigen und diese kunftig als TNM-1 (TNM-Immune) zu bezeichnen.
Ein international angewandtes Klassifikationssystem zu implementieren, stellt eine groRe
Herausforderung dar. Die Klassifizierung muss einfach, kostengtinstig und standardisiert
durchfiihrbar sein und die Ergebnisse reproduzierbar und prognostisch signifikant sein.
Der Immunscore wird durch ein weltweites Konsortium anhand von mehreren Tausend
Patienten an 23 Zentren getestet und seine Umsetzbarkeit im klinischen Alltag gepruft.
(49) Die hier vorliegende Arbeit war jedoch kein Teil dieser grof3en Studie. Dennoch soll
der TNM-I genau wie diese Arbeit auf der Analyse der CD3+ und CD8+ Lymphozyten
in Tumorzentrum und Infiltrationszone basieren. Bereits 2006, als Galon et al. die Marker
CD3, CD8, GZMB, und CD45R0 beim Kolonkarzinom unter die Lupe nahmen, stellten
sie fest, dass die Analyse von zwei Tumorregionen (CT und IF) eine héhere prognostische
Aussagekraft beziiglich des Uberlebens aufweist, als die alleinige Betrachtung einer

Tumorregion. (47)

Die Basis des Immunscores ist die numerische Bestimmung der Lymphozyten, was bei
einem international angewandten Klassifikationssystem eine grofle Herausforderung
darstellt. Generell ist die fehlende Reproduzierbarkeit bei der Uberpriifung
prognostischer Marker ein Problem, da bei der Beurteilung der immunhistochemisch
gefarbten Praparate unterschiedliche Methoden verwendet werden. (105) Weichen die
Lymphozytenzahlen schon beim selben Tumorprdparat bei der Analyse durch
unterschiedliche Untersucher zu sehr voneinander ab, kénnte der Immunscore auch nicht
als Teil eines internationalen Kilassifizierungssystems bestehen. Je breiter die
Anwendung, desto objektiver und standardisierter muss letztlich vorgegangen werden.
Die Fragen und Probleme, die sich bei der Implementierung des TNM-I ergeben treten
auch bei der Beurteilung der Anwendbarkeit und Limitierung der in dieser Arbeit

durchgefuhrten digitalen Bildanalyse auf.
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4.10 Aufgeworfene Fragen und Konsequenzen der Arbeit

4.10.1 Anwendbarkeit und Limitierungen der Methode

AbschlieRend soll die Anwendbarkeit der vorgestellten Methode in der Praxis, sowie ihre
Chancen und Limitierungen dargelegt werden. Des Weiteren gilt es zu klaren, welche
Fragen die Ergebnisse dieser Studie aufgeworfen haben und insbesondere welche
Konsequenzen sich fur die Diagnostik und Therapie des Kolonkarzinoms aus dieser
Arbeit ergeben.

Zusammenfassend konnte diese Studie die gute Anwendbarkeit der von Vayrynen et al.
(59) vorgestellten Methode der digitalen Bildanalyse aufzeigen. Die infiltrierenden
Lymphozyten werden von ImageJ zuverlassig erfasst, was durch die hohe Konkordanz
zwischen manuellem Zahlen und den Ergebnissen der digitalen Bildanalyse bestatigt
werden konnte. Wie oben bereits erwahnt, konnten Zweifel beziiglich der Subjektivitat
des selektierten Ausschnitts durch die hervorragende Ubereinstimmung der Ergebnisse
unterschiedlicher Untersucher, bzw. unterschiedlicher Ausschnitte eines Préparats aus
dem Weg gerdumt werden. Durch die einfache Handhabung des Programms ImageJ lasst
sich seine Anwendung unproblematisch in den Kklinischen Alltag integrieren. Folglich
kann und sollte die Analyse der CD3+ und CD8+ Lymphozyten ein fester Bestandteil der
zukunftigen pathologischen Diagnostik des Kolonkarzinoms darstellen. Da der Zeitfaktor
im klinischen Alltag eine grofle Rolle spielt, kann die Zeitersparnis gegenuber dem
manuellen Zéhlen der Lymphozyten besonders hervorgehoben werden. Auch fr weitere
Studien, die die Dichte bestimmter Zellen mit Hilfe spezifischer Marker beurteilen, sind
akkurate Bildanalysen mit hoher Reproduzierbarkeit und Zeitersparnis von grofer
Bedeutung. Insbesondere konnten sich verschiedene Studien durch die digitale
Bildanalyse besser und objektiver vergleichen lassen, da das manuelle Zéhlen

maoglicherweise subjektive untersucherabhangige Ergebnisse erbringt.

Eine nennenswerte Limitierung der digitalen Bildanalyse stellt das Rektumkarzinom dar.
Sowohl die Ergebnisse dieser Studie als auch der Immunscore beziehen sich auf das
Kolonkarzinom. Nach einer neoadjuvante Radiochemotherapie, die haufig beim
Rektumkarzinom eingesetzt wird, l&sst sich der Immunscore nicht mehr anwenden, da
Tumorzentrum und Infiltrationszone oft nicht mehr voneinander abgrenzbar sind. Das
Problem der Abgrenzbarkeit dieser untersuchten Regionen stellt sich auch bei
Tumorbiopsien. Aus diesem Grund ist der Immunscore in der aktuellen Form auch bei

Biopsien nicht geeignet. (49)
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4.10.2 Konsequenzen fur Diagnostik und Therapie des Kolonkarzinoms

Letztlich stellt sich die wichtige Frage, welche Auswirkungen die Erkenntnisse dieser
Studie fur die Diagnostik und Therapie von Kolonkarzinompatienten haben konnen.
Diese Arbeit bestatigt die Dichte intratumoraler Lymphozyten als unabhéngigen und
verlasslichen prognostischen Marker des Kolonkarzinoms, der genaueren Aufschluss
iber die Uberlebensdauer der Patienten geben kann. Somit konnen bei der
Tumordiagnostik Patienten mit geringen intratumoralen Dichten der CD3+ und CD8+
Lymphozyten umgehend als Risikopatienten mit erhohtem Potential fir einen
schnelleren, aggressiveren Krankheitsverlauf identifiziert werden. Eine einfachere und
jederzeit schnell durchfiinrbare diagnostische Mdglichkeit zur Identifikation von
Risikopatienten, die zusétzlich genutzt werden kann, ist die Bestimmung der
Lymphknotengrdfe im Praparat. Der in dieser Studie bestatigte Zusammenhang zwischen
Immunantwort und Lymphknotengrofie, erlaubt beim Auffinden von sehr wenigen und
kleinen Lymphknoten im Tumorabflussgebiet die Schlussfolgerung auf eine mangelhafte
Immunabwehr und somit die Einstufung als Risikopatient. Generell erlaubt die immer
bessere Kenntnis des Tumors und der Abwehrlage des Patienten eine zunehmend
personalisierte Therapie mit genau auf den einzelnen Patienten zugeschnittenen
Behandlungsformen im Sinne einer ,targeted therapy“. Dies ist ein Ansporn, die
Mikroumgebung von Tumoren und besonders das Immuninfiltrat in Zukunft noch weiter
zu untersuchen. Nach der diagnostischen Einstufung des Risikoprofils der
Kolonkarzinompatienten ergibt sich die Frage des weiteren Procedere bei Patienten mit
schwacher Immunantwort. Eine Mdglichkeit ist die Ausweitung des Einsatzes einer
Chemotherapie auf niedrigere Tumorstadien. Auf dieses Weise kann mdoglicherweise
verhindert werden, dass Patienten mit lokalem Tumorbefund aber mit geringem
Immuninfiltrat untertherapiert bleiben und Rezidive erleiden. Bei anderen festgestellten
Risikofaktoren, wie beispielsweise der insuffizienten Lymphknotenausbeute von weniger
als 12 Lymphknoten, wird dies bereits gemaR der Leitlinie durchgefiihrt und die

Chemotherapie bereits im Stadium 1l eingesetzt. (24)

Ein interessantes Feld, das weitere Studien bedarf, ist das Immuninfiltrat als Indikator fir
die Wirksamkeit der Chemotherapie. In einer Studie von Halama et al. korrelierte
beispielsweise eine hohe Infiltrationsdichte CD8+ Lymphozyten in der Infiltrationszone
hepatischer Metastasen des Kolonkarzinoms mit verbessertem Ansprechen auf die
Chemotherapie. (106) Dennoch muss man sich hier die Frage stellen, ob das verlangerte

Uberleben aus dem besseren Ansprechen auf die Chemotherapie oder allgemein aus der
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verstarkten korpereigenen Immunreaktion gegen den Tumor resultiert. Da die
Chemotherapie im Allgemeinen eine Immunsuppression hervorruft, konnte man
argumentieren, dass dieses Vorgehen nicht im Einklang mit den Erkenntnissen des
prognostischen Vorteils eines aktiven Immunsystems steht. Eine alternative
Herangehensweise an die Behandlung von Risikopatienten mit schwach ausgepragter
Immunantwort ware demnach eine Aktivierung des Immunsystems. Bekannt ist dieses
Vorgehen seit langem aus der Therapie des Harnblasenkarzinoms. Hierbei wird Bacillus
Calmette-Guérin (BCG), der sonst als Tuberkulose Lebendimpfstoff verwendet wird, in
den Tumor injiziert und I6st eine lokale Entziindungsreaktion aus. (43) Die
Krebsimmuntherapie ist weiterhin Gegenstand intensiver Forschung, wobei besonders
die korpereigenen Abwehrmdglichkeiten unterstiitzt und verstarkt werden sollen.
Insbesondere stutzt sich die Therapie des malignen Melanoms bereits auf mehrere
Verfahren der Immunaktivierung. (107) Beispielsweise fuhrt die intravendse Applikation
von IL-21 sowohl in CD8+ T-Zellen als auch in CD56+ NK Zellen zu einer
Hochregulation von Perforin und Granzym B, was die Immunantwort gegen den Tumor
verstarken kann. (108) Eine weitere Variante, die kdrpereigene Immunantwort zu
steigern, ist der Einsatz von Toll-like receptor 9 (TLR9) Agonisten, die im Gegensatz zu
beispielsweise BCG auch systemisch eingesetzt werden kénnen. TLR9 werden von
unmethylierten Cytosin-phosphat-Guanin (CpG) Dinukleotiden aktiviert und initiieren
die Reifung dendritischer Zellen sowie die Differenzierung der B-Zellen zu Plasmazellen.
Die sekundar freigesetzten Zytokine und Chemokine, wie Typ | Interferon, fiihren
wiederum zu einer Vermehrung der TH1 T-Helferzellen und der zytotoxischen T-Zellen.
(107, 109) Auch beim Kolonkarzinom hat man bereits versucht, sich ihre bedeutende
Rolle in der Immunantwort gegen den Tumor therapeutisch zu Nutze zu machen. Die
Applikation von IL-2 als Ergadnzung zur konventionellen Chemotherapie konnte in
Studien durch Steigerung sowohl der Immunantwort der T-, B, und NK-Zellen als auch
der Apoptose der Tumorzellen das Uberleben der Patienten verlangern. (110) Eine
weitere vielversprechender Art der Krebsimmuntherapie fiir solide und hamatologische
Tumoren ist die Immun-Checkpoint-Blockade. Dieses Verfahren stiitzt sich nicht wie
einige andere bereits etablierte Verfahren auf die Erkennung bestimmter tumoraler
Antigene, sondern fordert die korpereigene Immunreaktion gegen den Tumor. Der als
erster zugelassene unter mittlerweile mehreren in Europa verfligbaren Checkpoint-
Inhibitoren ist Ipilimumab; ein Antikorper, der CTLA4 (cytotoxic T-lymohocyte
asssociated Protein 4) blockiert. CTLA4 befindet sich auf den T-Zellen und wirkt als

entziindungshemmender Immun-Checkpoint, der die Immunantwort bremst und somit
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eine UberschieBende Reaktion verhindert. Durch das Einwirken von Checkpoint-
Inhibitoren wird dementsprechend das Gegenteil erreicht und die Immunantwort gegen
den Tumor gesteigert. Ahnlich wirkt Pembrolizumab, ein PD-1 (programmed death-1)
Checkpoint-Inhibitor. (111) Uber den PD-1 Rezeptor auf den T-Zellen wird durch
Ligandenbindung mit PD-L1 normalerweise ihre Apoptose verursacht, was durch den
Checkpoint-Inhibitor verhindert wird. (110) Ipilimumab und Pembrolizumab sind beide
fur die Behandlung des metastasierten Melanoms zugelassen. Das Besondere an diesen
Therapien ist die Tatsache, dass Tumoren durch Aktivierung genau dieser Signalwege in
der Lage sind, die Immunantwort der T-Zellen abzuschwaéchen. Die Checkpoint-
Inhibitoren schlagen die Tumoren folglich mit ihren eigenen Waffen. (111, 112) Anhand
dieser Immuntherapien wird zudem die Bedeutung der Tumormikroumgebung fur ihre
Wirksamkeit ersichtlich. Tumoren mit starker T-Zell Infiltration sprechen besser auf
Immuntherapien an, als solche mit geringem Immuninfiltrat. (113) Diese Erkenntnisse
unterstreichen auch die Bedeutung dieser Studie. Eine genaue Kenntnis der
Mikroumgebung des Kolonkarzinoms, besonders der CD3+ und CD8+ T-Lymphozyten
ist ein wichtiger Schritt zu einer verbesserten und auf den individuellen Patienten
abgestimmten Therapie. Des Weiteren hat sich gezeigt, dass Tumoren wie das Melanom
oder auch das Bronchialkarzinom mit hohen Mutationsraten im Vergleich zum
Normalgewebe besser auf diese Immuntherapien ansprechen. Den besonders heterogenen
und wandelbaren Tumoren, die traditionellen Therapien oft entgehen, kann so erfolgreich
entgegengetreten werden. (111, 112) Beim Kolonkarzinom wird die Rolle der Immun-
Checkpoints und der Nutzen der Therapeutika kontrovers diskutiert. Bei
Kolonkarzinomen mit wenig TIL und wie gemé&l3 den Ergebnissen dieser Studie zu
erwartender schlechter Prognosen wurden vermehrt PD-L1 Liganden im Tumorgewebe
gefunden. (114) Dennoch wurde mit PD-1 Checkpoint Inhibitoren bei Kolonkarzinomen
nicht der gewiinschte Behandlungserfolg erzielt. Eine Ausnahme stellen Kolonkarzinome
mit Mikrosatelliteninstabilitat dar, die von einer Therapie mit Pembrolizumab profitieren
konnten. (115) Aufgrund der bereits gewonnenen Erkenntnis der besseren Wirksamkeit
der Checkpoint-Inhibitoren bei Tumoren mit hohen Mutationsraten sind diese Ergebnisse
wenig Uberraschend. Kolonkarzinome mit Mikrosatelliteninstabilitat sind fir ihre hohe
Immunogenitdt bekannt. (64) Auch diese Studie bestatigte sowohl eine héhere Dichte der
ITL, als auch eine groRere Anzahl an LN5 in der Gruppe der Kolonkarzinome mit

Mikrosatelliteninstabilitét.
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Eine weitere vielversprechende Variante der Immuntherapie sind Krebsimpfstoffe, die
eine gezielte Immunreaktion gegen den Tumor provozieren sollen. Auf Tumorzellen
basierende Impfstoffe weisen oft das Problem auf, dass sie nicht immunogen genug sind,
da die Tumorzellen mit den gesunden Korperzellen viele Antigene teilen und nur einige
typisch fur malignes Wachstum sind. Die Verwendung von bestimmten, mit dem Tumor
assoziierten Peptiden kann die Immunreaktion bereits steigern. Mit dem Kolonkarzinom
assoziierte Antigene sind unter anderem CEA, MUC1 (mucin 1) oder B-HCG (B-human
chorionic gonadotrophin) (110) So konnte beispiclsweise ein auf B-HCG basierender
Impfstoff die Bildung von spezifischen Antikérpern induzieren und das Uberleben von
Patienten mit metastasiertem Kolonkarzinom verléngert werden. (116) Steigern Iasst sich
die Immunantwort zudem durch die Kombination des Impfstoffes mit einem Adjuvans,

wie zB. einem sich nicht replizierenden Virus. (110)

Bei der adoptiven Immuntherapie werden den Tumorpatienten Kkorpereigene
Lymphozyten entnommen, und mittels Zytokinen wie IL-2 zuséatzlich stimuliert, bevor
sie dem Patient zurickinjiziert werden. Im Hinblick auf diese Studie ist die adoptive
Immuntherapie besonders interessant, da die TIL aufgrund ihrer Prdgung auf die
Tumorantigene zwar besonders bevorzugt verwendet werden, sie aber bei weniger
immunogenen Tumoren oft in nicht ausreichender Zahl vorhanden sind. (110) Beim
vorbehandelten metastasierten Melanom konnten bereits Erfolge mit den aktivierten TIL
erzielt werden. (117) Auch bei Kolonkarzinompatienten konnte durch die Anwendung
von CIK (Zytokin - induzierte Killerzellen) als Ergdnzung zur konventionellen Therapie
das Uberleben der Patienten verliangert werden. (118) Obwohl es zur Kldrung dieser Frage
weiterer Studien bedarf, ist es durchaus denkbar, dass Patienten, bei denen mittels
digitaler Bildanalyse eine hohe Dichte der TIL festgestellt wurde, besonders fiir eine
Therapie mit Zytokin- induzierten TIL in Frage kommen. Sollten sich derartige Therapien
in Zukunft in der klinischen Praxis etablieren, wére dies ein weiterer Schritt in Richtung
einer personalisierten Medizin im Sinne einer ,targeted therapy* , die in Zukunft auch

weiterhin immer mehr an Bedeutung im Kampf gegen bésartige Tumoren gewinnen wird.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Es ist bekannt, dass eine hohe Anzahl operativ entfernter und untersuchter
Lymphknoten positiv mit der Prognose von Kolonkarzinompatienten korreliert. Geman
der Hypothese dieser Studie ist dieser prognostische Vorteil primar nicht in einem
exakteren Staging, sondern in einer aktiveren Immunantwort gegen Tumorzellen
begriindet. Diese &uRert sich zum einen in einem stirkeren Immuninfiltrat und zum
anderen in einer VergroéRerung der Lymphknoten, was ihr Auffinden erleichtert und die
Lymphknotenausbeute dementsprechend erhéht. Ziel dieser Studie war es deshalb, den
Zusammenhang zwischen LymphknotengroRe, Lymphknotenausbeute, der Dichte
tumorinfiltrierender Lymphozyten und deren Auswirkungen auf die Prognose

herzustellen.

Methoden: In die retrospektive Studie wurden 170 Falle mit lymphknotennegativem
Kolonkarzinom eingeschlossen. Mittels immunhistochemischer Farbung wurden die
CD3+ und CD8+ Lymphozyten dargestellt und ihre Dichte mittels digitaler Bildanalyse
sowohl im Tumorzentrum als auch in der Infiltrationszone des Tumors ermittelt. Um die
Verlésslichkeit der digitalen Bildanalyse zu prifen, wurden die Lymphozyten in einer
Auswahl von Schnitten zusatzlich manuell gezédhlt und die entsprechenden Werte
verglichen. Zudem erfolgte eine Kategorisierung der Félle anhand eines von Galon und

Pages entwickelten Immunscores.

Ergebnisse: In 81,8% der Schnittbilder konnte eine problemlose Bildanalyse mit den
Standardeinstellungen der Software vorgenommen werden. Bei 8,4% der Bilder wurden
die Einstellungsparameter angepasst, wéahrend bei 9,8% der Bilder eine manuelle Zahlung
notwendig war. Eine ausreichende Lymphknotenausbeute von mindestens 12
Lymphknoten, sowie eine hohere Anzahl grofler Lymphknoten mit dber 5 mm
Durchmesser waren mit einer erhohten Dichte der intratumoralen CD3+ und CD8+
Lymphozyten assoziiert. Die Uberlebensanalysen wiesen einen Zusammenhang
zwischen einer hohen Dichte der ITL bzw. einem hohen Immunscore und einem
verlangerten krankheitsspezifischen Uberleben auf. (p = 0,024) Bei Vorliegen eines IM 0
oder 1 betrug das durchschnittliche krankheitsspezifische Uberleben 94 Monate, wahrend
es bei einem IM 2 bei 113 Monaten lag. In der Kohorte mit maximalem Immunscore von
3 wurde im Beobachtungszeitraum kein Endpunkt wie ein krebsbedingter Tod oder das

Auftreten von Fernmetastasen erreicht.
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Schlussfolgerung: Die Dichte der ITL und der daraus ermittelte Immunscore kénnen als
unabhéngige prognostische Faktoren des Kolonkarzinoms gewertet werden. Zudem
konnte eine deutliche Assoziation zwischen Lymphknotengrdolie, Lymphknotenausbeute
und der Dichte tumorinfiltrierender Lymphozyten dargelegt werden. Ein aktiviertes
Immunsystem, das sich in einem starken Entziundungsinfiltrat und vergroferten
Lymphknoten duBert, wirkt somit als konfundierende Variable zwischen einer hohen
Lymphknotenausbeute und einer verbesserten Prognose. Die vorliegende Arbeit stutzt die
These, dass die LymphknotengroRe als der eigentlich prognostisch relevante Parameter
aufgefasst werden kann, wahrend die bislang als entscheidend interpretierte Zahl
untersuchter Lymphknoten davon beeinflusst wird. Dartiber hinaus ist diese Studie ein
Anstol3, den Immunscore bei der Klassifizierung von Kolonkarzinomen als Ergédnzung
zum TNM-System routineméal3ig miteinzubeziehen. Ein optimiertes Staging hat neben der
Einschatzung der Prognose auch einen immensen Einfluss auf die weitere
Therapieplanung und den zu erwartenden Krankheitsverlauf ~ von
Kolonkarzinompatienten. Mit der digitalen Bildanalyse, die im Rahmen dieser Studie
ebenfalls erprobt wurde, konnte die praktische Durchfiihrbarkeit im klinischen Alltag

nachgewiesen werden.
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Kolonkarzinom mit stark ausgepragter Lymphozyteninfiltration (A,
H&E, x 100); starke Infiltration mit T-Lymphozyten im Stroma und auf
dem neoplastischen Epithel (B, CD3 Immunfarbung, x 100);
Kolonkarzinom mit schwacher intratumoraler Lymphozyteninfiltration
(C, H&E,x 100); vereinzelte T-Lymphozyten im Stroma und keine
Zellen auf dem neoplastischen Epithel (D, CD3 Immunféarbung, x 100)
Durchschnittliche Anzahl intratumoraler Lymphozyten (ITL) bei Féllen
mit und ohne Crohn-ahnlicher Entzlindung

Lymphozytendichte bei suffizienter und insuffizienter
Lymphknotenausbeute

Intratumorale Lymphozyten im Vergleich zur Lymphknotenausbeute
Dichte der TIL verglichen mit dem MMR-Status (MMR-P = MMR-
Proficient; MMR-D = MMR-Deficient)

Durchschnittliche Anzahl der LN5 verglichen mit dem MMR-Status
Status (MMR-P = MMR- Proficient; MMR-D = MMR-Deficient)
Kaplan-Meier Kurve beziiglich des krankheitssspezifischen Uberlebens
bei Patientengruppen mit unterschiedlicher Anzahl an Lymphknoten >

5mm (LN5)

Abbildung 21:ROC-Kurve CD3-CT
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Abbildung 24:

ROC-Kurve: CD3-IF

Kaplan-Meier-Kurve beziiglich des krankheitsspezifischen Uberlebens
der Patienten mit unterschiedlichem Immunscore (IM). Die Gruppe 1
beinhaltet IS 0 und IS 1;( p=0,024)

Kaplan-Meier Kurve des krankheitsspezifischen Uberlebens der
Patienten mit intaktem MMR- System (Gruppe 1 fasst die Immunscores

0 und 1 zusammen) (p=0,105)
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Abbildung 25: Kaplan-Meier Kurve des krankheitsspezifischen Uberlebens der
Patienten mit nicht intaktem MMR- System (Gruppe 1 fasst die
Immunscores 0 und 1 zusammen (p=0,017)

Abbildung 26: ROC Kurve fiir krankheitsfreies Uberleben bei Patienten mit KRK im
Stadium I bis 1I; Verglichen wurden TNM Staging, Darmperforation

und Immunscore beziglich ihres prognostischen Werts (100)
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