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(CD45RA ist normalerweise auf naiven T-Zellen zu finden)

CD4"-HLA-DR T-Zellen in Spit bzw. Folgephase (chron.) > 48 Stunden”
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CD8" CD69 T-Zellen in Friihphase einer Immunaktivierung < 24 Stunden’

CD8"-CM Zentrale Geddchtniszellen
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CME Komplette mesokolische Resektion

IF Invasionsfront

IL Interleukin

IM-Score Immunoscore

ITL Intratumorale T-Lymphozyten

KRK Kolorektales Karzinom

LK Lymphknoten
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MSR Verhéltnis von Metastasen zur Lymphknotengrof3e
MSS Mikrosatellitenstabilitét
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PB-Lymphozyten

Lymphozyten im peripheren Blut

TC

Tumorzentrum

Tc

Zytotoxische T-Lymphozyten
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T-Zellrezeptor

Th

T-Helferzellen

TILs

tumorinfiltrierende Lymphozyten

TNF

Tumornekrose Faktor

UICC 0

Carcinoma in situ (Submukosa ist nicht betroffen)

UICCI

Infiltration des Karzinoms bis zur der Tunica muscularis, keine
Lymphknotenmetastasen, keine Fernmetastasen

UICCIT A

Karzinom infiltriert die Subserosa (intraperitoneale Anteile) oder
das perikolische bzw. perirektale Fettgewebe (sekundér
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retroperitoneale Anteile)/Karzinom infiltriert das viszerale
Peritoneum, 1-3 Lymphknotenmetastasen, keine Fernmetastasen
oder Karzinom infiltriert die Tunica muscularis/ Karzinom
infiltriert die Subserosa (intraperitoneale Anteile) oder das
perikolische bzw. perirektale Fettgewebe (sekundar
retroperitoneale Anteile), 4-6 Lymphknotenmetastasen, keine
Fernmetastasen

oder Karzinom infiltriert die Submukosa/Karzinom infiltriert die
Tunica muscularis, mehr als 7 Lymphknotenmetasten, keine
Fernmetastasen

UICCIII C

Karzinom infiltriert andere Strukturen, 1-3
Lymphknotenmetastasen/mehr als 7 Lymphknotenmetastasen,
keine Fernmetastasen

UICCIV A

unabhéngig der Infiltration des Karzinoms, unabhéngig der
Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen in einem Organ

UICCIV B

unabhingig der Infiltration des Karzinoms, unabhéngig der
Lymphknotenmetastasen, Fernmetasten in einem oder mehreren
Organen oder anderen Lokalisationen ohne Peritonealbefall

UICCIV C

unabhingig der Infiltration des Karzinoms, unabhéngig der
Lymphknotenmetastasen, Peritonealbefall mit oder ohne
Fernmetastasen in anderen Organen oder anderen Lokalisationen
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1. ZUSAMMENFASSUNG

Die zelluldre Immunantwort bei Patienten mit einer Karzinomerkrankung ist von grof3er
Bedeutung fiir die individuelle Tumorkontrolle. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe
konnten wir zeigen, dass grundsétzlich solide Malignome die Anzahl zirkulierender
Lymphozyten beeinflussen. Dariiber hinaus korreliert die Anzahl der Tumor-
infiltrierenden Lymphozyten (TILs) mit der GroBe der lokoregionalen Lymphknoten von
Karzinompatienten. Letzteres wurde bisher aber ,nur” in retrospektiven Analysen

gezeigt.

In dieser prospektiven Arbeit konnten wir den zelluldren Immunstatus im peripheren Blut
von 47 Patienten mit einem kolorektalen Karzinom (KRK) im Vergleich zu einer
gesunden Kontrollkohorte sehr detailliert durch die Analyse von iiber 30
Lymphozytensubpopulationen charakterisieren. Fiir viele Subpopulationen wurden bei
KRK-Patienten erniedrigte Werte gemessen. Dabei wurde insbesondere das
Patientenalter und —geschlecht mitberticksichtigt, die einen teils erheblichen Einfluss auf
die Lymphozytenzahl haben. Diese Analyse stellt eine wesentliche Grundlage zur
Interpretation des Immunsystems von KRK-Patienten dar. Als zweites wesentliches
Ergebnis dieser Arbeit konnten wir durch immunhistologische Untersuchungen am
Primértumor bzw. der zugehorigen regionalen Lymphknoten eine positive Korrelation
zwischen den im peripheren Blut zirkulierenden Lymphozyten und den Tumor-
infiltrierenden Lymphozyten nachweisen. Dieser Zusammenhang spricht dafiir, dass eine
reduzierte Lymphozytenzahl im peripheren Blut von KRK-Patienten nicht durch eine
»Rekrutierung® in das (KRK-) Tumorgewebe zustande kommt, sondern Ausdruck eines
erniedrigten Gesamtpools von Lymphozyten ist. Und drittens konnten die retrospektiven
Daten unserer Arbeitsgruppe zur Beurteilung vergroBerter regionaler Lymphknoten mit
Hilfe der vorliegenden Promotionsarbeit prospektiv bestétigt werden. Hierbei zeigte sich
im Wesentlichen, dass Patienten mit einer hoheren Anzahl an groBen regionalen
Lymphknoten auch eine hohere Anzahl an tumorinfiltrierenden Lymphozyten haben.
Dies gilt unabhingig vom Metastasierungsstatus und ist zumindest anhand der
retrospektiven Daten mit einer besseren Prognose der Patienten verbunden. Eine
verstiarkte Immunreaktion scheint somit in ihren verschiedenen Teilen kongruent zu sein.
Diese Erkenntnisse stellen fiir kiinftige immunologische Untersuchungen bei KRK-

Patienten eine wichtige Grundlage dar. Ausgehend von diesen Daten kann versucht
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werden, unter einer systemischen Immun-/Chemotherapie Verdanderungen des zelluldren
Immunsystems als mdglichen frithen Prognosemarker zu untersuchen. Dies wiirde eine

bessere Therapiesteuerung ermoglichen.

2. EINLEITUNG

Das Kolorektale Karzinom (KRK) ist mit etwa 64.000 Neuerkrankungen und ca. 16.000
Todesfillen pro Jahr in Deutschland einer der hiufigsten maligen Tumore.’ Mit Hilfe von
offentlichen Aufkldrungskampanien zur Krebsvorsorge und neuen Therapieoptionen
sowohl in der adjuvanten als auch in metastasierten Situationen lassen sich seit dem Jahr
2000 Riickgidnge der Darmkrebssterblichkeit verzeichnen. Trotzdessen liegt diese noch
immer bei 28 Prozent fiir Frauen und 22 Prozent fiir Ménner.°

Dabei hingen die Uberlebenschancen eines Patienten mit einem Kolon-Karzinom vor
allem vom Lebensalter und dem Tumorstadium bei Erstdiagnose ab. Der Pathologe legt
durch histologische Untersuchung des Resektionspriparates das definitive Tumorstadium
bei lokal begrenzter Erkrankung fest. Hierfiir wird eine komplette Entfernung des
Primértumors einschlieflich einer ausreichenden Anzahl an regionalen Lymphknoten von
mindestens 12 vorausgesetzt. In den letzten Jahren wachsen die Erkenntnisse {liber die
Rolle des Immunsystems in der Pathogenese maligner Erkrankungen, denn auch
immunologische Aspekte bestimmen die Prognose des Patienten. Besonderes Augenmerk
verdient hier der Infiltrationsgrad des Primarius durch T-Lymphozyten. Die Dichte der
infiltrierenden T- Lymphozyten korreliert dabei positiv mit der Lange des Rezidiv-freien
Uberlebens der Patienten’ und spiegelt sich wiederum in der absoluten Anzahl der
zirkulierenden zytotoxischen T-Zellen im peripheren Blut wieder.® Zudem konnte in den
letzten Jahren gezeigt werden, dass die Grofe der regionalen Lymphknoten bei
Erstdiagnose eines lokal begrenzten Karzinoms nicht nur von der Ausdehnung der
Tumorinfiltration in den Lymphknoten abhdngt, sondern auch vom Ausmal
immunologischer Prozesse, insbesondere durch die lymphozytire Infiltration.” Haufig
unterscheidet sich die regionale Lymphknotengro3e nodal-negativer Patienten nicht von
nodal-positiven Fillen. Dies kann zur Uberschitzung des nodalen Tumorstadiums in der
prioperativen Bildgebung fiihren.!® Aus diesem Grund stellt die alleinige GroBe
regionaler Lymphknoten keinen sicheren Priadiktor fiir die Prognose dar. Fiir
Patientenfille mit nodal-negativem Karzinom konnte sogar eine inverse Korrelation

bzgl. der Uberlebensraten in Abhiingigkeit von
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der LymphknotengroBe gezeigt werden !'!. Diese Erkenntnisse wurden aus retrospektiven
Analysen gewonnen. In der vorliegenden Arbeit war es das Ziel diese Daten prospektiv
zu verifizieren und mit dem zelluldren Immunstatus der Patienten, welcher neben einer
Vielzahl an aktiven, zytotoxischen Lymphozytenpopulationen auch regulatorische, meist

inhibitorisch wirkende T-Zellen erfassen soll, zu korrelieren.

2.1 Maligne Darmtumore

Unter dem Begriff Darmkrebs werden alle malignen Tumore des Darms
zusammengefasst. Dabei sind mehr als 95 Prozent Kolorektalkarzinome. Diese
kolorektalen Karzinome befinden sich meist im Zokum, im Kolon und im Rektum. Die
Halfte dieser Tumore betrifft das Rektum. Nur zwei Prozent aller Darmtumore betreffen
den Diinndarm. Histologisch gesehen handelt es sich bei den meisten Darmkarzinomen
um Adenokarzinome und selten um neuroendokrine Tumore, Lymphome, Sarkome oder
Plattenepithelkarzinome. '?

Schon im Wintersemester 1862 — 1863 hielt der Pathologe Rudolf Virchow Vorlesungen
iiber ,,Die krankhaften Geschwiilste®. Hier veranschaulichte er unter anderem die
Pathogenese der Krebserkrankungen an Schleimhduten. Er beobachtete die Entwicklung
von Tumoren an Schleimhduten an vorher entziindlich verdndertem Gewebe. Zudem
entdeckte er Leukozyten in neoplastischem Gewebe. Weiter fiihrte er aus, dass aus diesen
einfach entziindlichen Hyperplasien Polypen hervorgehen konnen, welche dann im
Verlauf den Trend zur malignen Entartung zeigen.'* Der Arzt und Forscher Paul Ehrlich
beschiftigte sich 1909 mit der individuellen Leistung des Immunsystems gegen
Tumorerkrankungen. Er spricht hier erstmals von

» Tumorimmunitit und stellt die These auf, dass sich das Immunsystem auch gegen
Krebserkrankungen richten kann.'* Doch erst in den 1960er-Jahren konnte gezeigt
werden, dass das Immunsystem in der Lage ist Krebserkrankungen zu bekdmpfen.!> In
den darauffolgenden 30 Jahren wurde weiter geforscht und die T-Zellen, als diejenigen
Zellen identifiziert, welche maligne entartete Zellen erkennen konnen.!'® Dies wird heute

als Immunediting bezeichnet.!”

Die primére Therapie der Patienten mit einem lokalisierten kolorektalen Karzinom ist je
nach Tumorstadium zunichst die chirurgische Resektion und in Abhéngigkeit eines
regionalen Lymphknotenbefalls die anschlieBende Nachsorge bzw. adjuvante

Chemotherapie. Die Nachsorge und das Verhindern bzw. frithzeitige Erkennen einer
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rezidivierenden Erkrankung ist von besonderer Bedeutung. Hierfiir versuchten
verschiedene  Arbeitsgruppen  Prognosemarker  herauszuarbeiten. In  einer
Ubersichtsarbeit von Nicholson BD et al. von 2015 versuchte die Arbeitsgruppe das
Wiederauftreten von Darmkrebs durch eine Blutuntersuchung auf Carcinoembryonales
Antigen (CEA) zu erkenne. Sie stellten fest, dass ein niedriger Schwellenwert Patienten
mit einem Rezidiv als richtig positiv erkennt, allerdings kommt es durch den Nachweis
von erhdhten CEA-Werten auch in einer relativ hohen Fallzahl zu falsch positiven
Ergebnissen. Zudem konnte gezeigt werden, dass bei ungefahr 20 Prozent der Patienten
der CEA-Wert falsch negativ ausfiel. Die damalige Evidenz unterstiitzte die
Anwendung des hochsten Schwellenwertes von 10 pg/l und die zusitzliche
Notwendigkeit einer weiteren Diagnostik um letztendlich alle Fille zu erfassen.'8
Aufgrund der Individualitit des Immunsystems ergibt sich zum einem die Forderung
nach einer individualisierten Therapie der malignen Erkrankung der Betroffenen und
zum anderen die Uberlegung des Nachweises eines spezifischen Markers fiir eine
rezidivierende Erkrankung. Hierfiir konnten Verdnderungen von Lymphozyten-

Subpopulation eine prognostische Rolle spielen.

2.2 Epidemiologie, Vorsorgeuntersuchungen und Klinik der Kolorektalen Karzinome

Krebsneuerkrankungen des Darms liegen mit 11,1 Prozent bei Frauen auf Platz zwei nach
dem Mammakarzinom und bei Ménnern mit 12,5 Prozent auf Platz drei nach dem
Prostata- und Lungenkarzinom. Mit 10,3 Prozent macht das Kolorektale Karzinom die
dritthiufigste Krebstodesursache beider Geschlechter aus.! Bis in das hohe Lebensalter
steigt das Erkrankungsrisiko, mehr als die Hélfte der Patienten erkranken nach dem 70.
Lebensjahr und nur 10 Prozent der Betroffenen erkranken vor dem 55. Lebensjahr. Daraus
resultiert ein hohes mittleres Erkrankungsalter von 76 Jahren bei Frauen bzw. 72 Jahren
bei Ménnern. Die altersstandardisierte Sterberate in beiden Geschlechtern lag in den
letzten 10 Jahren bei etwa 20 Prozent.!%1%20

Im Prozess der Friiherkennung von Darmkrebs sieht die S3-Leitlinie ,,Kolorektales
Karzinom* drei Optionen vor. Bei gesunden Médnnern ab 50 Jahren und gesunden Frauen
ab 55 Jahren ist das Standardverfahren eine Koloskopie, alternativ kann jédhrlich ein
Stuhltest auf okkultes Blut (nach Friiherkennungsrichtlinien) durchgefiihrt werden. Bei
gesunden Frauen kann im Alter von 50 bis 54 Jahren jdhrlich ein immunologischer Test
auf  okkultes Blut im  Stuhl durchgefiihrt werden. Das  gesetzliche

Fritherkennungsprogramm sieht ab dem Alter von 55 Jahren bei Ménnern und Frauen
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eine Koloskopie und eine digital rektale Untersuchung vor.> Darmpolypen, welche eine
Prikanzerose darstellen, konnen dabei abgetragen werden. Ist die Koloskopie ohne
pathologischen Befund, soll nach 10 Jahren eine erneute Darmspiegelung durchgefiihrt
werden. Als Alternative, falls eine Koloskopie abgelehnt wird, kann alle 5 Jahre eine
Sigmoidoskopie und jéhrlich der Stuhltest auf okkultes Blut durchgefiihrt werden, ergibt
sich hier der Nachweis von Blut, ist eine anschlielende Koloskopie empfohlen. Andere
Empfehlungen gelten hier fiir Patienten mit erhéhtem Erkrankungsrisiko wie bei
genetisch bedingten Darmkrebserkrankungen. '

Das Kolorektale Karzinom macht mit mehr als 95 Prozent aller malignen Darmtumore
den groflten Anteil aus, dabei betreffen sie das Zokum, das Kolon und/oder das Rektum.
Die Héufigkeit der Lokalisation steigt nach aboral an, so befinden sich 50 Prozent der
Tumore im Rektum, 30 Prozent im Colon sigmoideum, 10 Prozent im Colon transversum
und Colon descendens sowie 10 Prozent im Zékum und Colon ascendens. Lediglich 2
Prozent aller malignen gastrointestinalen Erkrankungen betreffen den Diinndarm.'? Laut
den Krebsdaten des Robert-Koch-Institutes nehmen mit Ausnahme von Karzinomen im
Colon ascendens die Rate der Neuerkrankungen in allen anderen Darmabschnitten ab.!
Das Wachstum eines Tumors im Dick- und/oder Enddarm ist langsam. Diese Tatsache
fiihrt dazu, dass Betroffene eine lange Zeit asymptomatisch sind und héufig erst im
fortgeschrittenen Tumorstadium diagnostiziert werden, charakteristische Frithsymptome
fehlen. Symptomatisch werden die Patienten erst dann, wenn das Karzinom aufgrund
seines GroBenwachstums das Darmlumen obstruiert oder eine Blutung auslost. Hier spielt
die Lokalisation des Tumors eine entscheidende Rolle, physiologischer Weise ist der
aufsteigende Anteil des Darms groBlumiger als der absteigende Anteil. Deshalb kommt
es hier erst spit zu einem stenosierenden Effekt durch das Tumorwachstum. Auch die
Konsistenz des Stuhls beeintrachtigt die Symptomwahrnehmung, so ist der Stuhlgang im
Colon ascendens noch fliissig und vermeintliches Blut mischt sich unter, ohne vom
Patienten wahrgenommen zu werden. '?

Frithsymptome eines kolorektalen Karzinoms sind meist unspezifisch und werden oft
nicht als schwerwiegend interpretiert. Typische Symptome, welche auf einen Darmkrebs
hinweisen konnen, sind verdnderte Stuhlgewohnheiten. Dabei spielen die Hiufigkeit des
Stuhlgangs eine Rolle sowie ein Wechsel von Obstipation und Diarrhoe. Als paradoxe
Diarrhoe wird eine Stase des Stuhls im Stenosebereich verstanden, es kommt zur
bakteriellen Zersetzung und Géarung und dadurch zum Abgang von verfliissigtem Stuhl.

Weitere Auffilligkeiten des Stuhls konnen Blut- oder
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Schleimbeimengungen sein, iibelriechender oder durch die Stenose bedingter
bleistiftdiinner Stuhl. Desweiteren treten Verdauungsbeschwerden auf im Sinne von
starken Darmgerduschen, Bldhungen und Flatulenzen mit ungewolltem Stuhlabgang.
Nach der Nahrungsaufnahme kann es zu Ubelkeit oder Véllegefiihl kommen.
Schmerzhafter Stuhlgang und auch kolikartige Bauchschmerzen unabhingig vom
Stuhlgang konnen hinweisend auf eine maligne Erkrankung des Darms sein. Zudem sind
allgemeine Symptome einer Tumorerkrankung, welche unter der B-Symptomatik
zusammengefasst werden nicht selten die ersten Symptome bei einem Kolorektalem
Karzinom.!? In fortgeschrittenen Krankheitsstadien prisentieren sich die Patienten oft
mit einer Andmie und stark leistungsgemindert bedingt durch chronische
Tumorblutungen. Haufig fallen sie durch eine Tumorkachexie auf, welche sich durch das
konsumierende Malignom sowie durch eine verminderte Nahrungsaufnahme begriindet.
In der korperlichen Untersuchung des Abdomens kann eher selten eine Resistenz palpabel
sein. Bei Fortschreiten des Primartumors kann es zu einer [leussymptomatik mit starken
abdominalen Schmerzen, Ubelkeit und Erbrechen, zum Teil auch Stuhlerbrechen,
komme. Hierbei ist eine umgehende Operation indiziert.'?

Fiir das Kolorektale Karzinom besteht nach UICC folgende traditionelle Klassifikation,
hier wird die Tumorlast (T), das Vorkommen von Krebszellen in drainierenden und
regionalen Lymphknoten (N) und der Nachweis von Metastasen (M) bewertet.?!
Klassifikation der Tumorstadien (UICC)?°

Stadium Primartumor Lymphknotenstatus Fernmetastasen
0 Tis NO MO
I T1, T2 NO MO
A T3 NO MO
1IB T4a NO MO
1ic T4b NO MO
1IA T1-2 N1 (1-3 betroffene LK) |MO
T1 N2a (4-6 betroffene LK) |[MO
1IIB T3-4 N1 (1-3 betroffene LK) |MO
T2-3 N2a (4-6 betroffene LK) |[MO
T1-2 N2b (>7 betroffene LK) (MO
c T4a N2a (4-6 betroffene LK) MO
T3-T4a N2b (> 7 betroffene LK) (MO
T4b NI1-2 MO
IVA jedes T jedes N M1a (Fernmetastasen in einem Organ oder einer
Lokalisation ohne Peritonealbefall)
IVB jedes T jedes N M1b (Fernmetastasen in zwei oder mehr Organen
oder Lokalisationen ohne Peritonealbefall)
IvC jedes T jedes N MIc (Peritonealbefall mit oder ohne Fernmetastasen
in anderen Organen oder Lokalisationen)
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2.3 Pathophysiologie des kolorektalen Adenokarzinoms

Das kolorektale Karzinom entsteht pathogenetisch typischerweise aus dysplastisch
veranderter gastrointestinaler Schleimhaut. Diese Dysplasie wird als intraepitheliale
Neoplasie bezeichnet. Sie wéchst nicht invasiv und zeichnet sich mit den
charakeristischen  histologischen =~ Merkmalen zelluldrer Atypien, verdnderter
Zelldifferenzierung und —architektur aus. Dabei folgt die Entwicklung des Karzinoms der
sogenannten ,,Adenom-Karzinom-Sequenz®“, welche schon seit den 1980er Jahren
bekannt ist. 2>%* Mit dem Begriff Adenom wird eine Vorliuferlision des Adenokarzinoms
beschrieben. Anhand des histologischen Wachstumsmuster konnen diese Adenome
weiter unterteilt werden. Diese Unterteilung ist dahingehend wichtig, da sich die
Karzinomentwicklung je nach Adenomtyp zeitlich unterscheidet.’? Die Zeit der
Tumorentwicklung kann 8-15 Jahre betragen.?® Unterschieden werden tubulire, villose
und tubulo-villose Adenome. Je villoser die Architektur ausfdllt, desto hoher ist die
Wahrscheinlichkeit der malignen Entartung. Nicht nur der histologische Aspekt, sondern
auch der molekulargenetische Status ist bei der Betrachtung der ,,Adenom- Karzinom-
Sequenz® wichtig. Die wichtigste Mutation ist hier die des APC-Gens, neben Mutationen
von TP53 und KRAS. Zudem spielt die Anzahl der Adenome und das Lebensalter des
Betroffenen eine Rolle in der Tumorgenese.?

Dies beschreibt den hdufigsten Weg der Karzinomentwicklung, allerdings wurden in den
letzten Jahren weitere Entstehungsmdglichkeiten untersucht, wie zum Beispiel die
serratierte Karzinogenese aus ,,sessilen serratierten Adenomen®. Hier befindet sich die
Schliisselmutation im BRAF-Gen. Zudem findet sich eine Promoter (CpG)-
Methylierung, ein konsekutiver Genausfall und eine hohe Mikrosatelliteninstabilitit. Ein
weiterer Pfad der Karzinogenese wird als ,,Mischtyp“ bezeichnet, welcher die
molekularen Verdnderungen der beiden anderen Entstehungswege enthélt und als
prikanzerose Lésion das ,traditionelle serratierte Adenom* aufweist. Klinische
Bedeutung erlangen diese neuen Wege der Karzinognese dadurch, dass sie sich in ihrer
Lokalisation im Gastrointestinaltrakt und ihrer Prognose hinsichtlich der 5-Jahres-
Uberlebensrate unterscheiden. So finden sich Karzinome die aus serratierten Adenomen
entstanden sind vorwiegend im Colon ascendens und haben eine gute Prognose im
Gegensatz zu den Karzinomen des Mischtyps, welche eher linksseitig lokalisiert sind und

eine schlechte Prognose aufweisen.?
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Werden kolorektale Adenome friihzeitig erkannt und entfernt, betridgt die Chance auf
Heilung bis zu 90 Prozent. Hier bekommt die Krebsvorsoge eine entscheidende
Bedeutung.

Andere Moglichkeiten der Tumorgenese ergeben sich durch die maligne Entartung einer
Adenomatose oder einer entziindlichen Darmerkrankung zum Beispiel der Colitis

ulcerosa, wobei dies nur etwa 1 Prozent der Patienten mit KRK betrifft.?

2.4 Aufbau und Funktion des Immunsystems

Das Immunsystem im menschlichen Organismus findet sich zum einen in soliden
Organen wie der Milz und dem Thymus, zum anderen diffus verteilt im peripheren Blut,
Knochenmark und dem lymphatischen System bestehend aus LymphgefdBen und den
dazugehorigen Lymphknoten sowie gewebestindigen Lokalisationen (z.B. in der
Submucosa des Gastrointestinaltraktes). Neben der Bekdmpfung infektioser
Krankheitserreger wie Bakterien, Pilzen und Viren ist es an der Ausbildung einer
anhaltenden Impfantwort und auch an der Beseitigung/Bekdmpfung von malignen Zellen
beteiligt. Dabei gliedert es sich in das angeborene (unspezifische) und erworbene
(spezifische) Immunsystem. Beide Achsen sind unerldsslich fiir eine immunologische

Reaktion des Korpers und ergiinzen sich iiber verschiedene Mechanismen.?*

Wihrend das angeborene Immunsystem per se bereits bei Geburt vorhanden ist und nur
in sehr eingeschranktem Ausmall zwischen den einzelnen Erregern unterscheidet, muss
das spezifische Immunsystem seine Fihigkeit der Immunabwehr erst durch gezielte
Priigung erlernen.?® Hierbei beinhaltet das angeborene Immunsystem verschiedene Zellen
und humorale Systeme, welche unmittelbar auf eindringende Krankheitserreger reagieren
konnen. Hierzu zéhlen: Granulozyten, welche sich weiter in neutrophile, basophile und
eosinophile Granulozyten unterteilen lassen und Monozyten/Makrophagen. Zum
humoralen System gehdren verschiedene Zytokine, Interferone und das
Komplementsystem. Diese Bestandteile 16sen verschiedene Effektormechanismen aus.
Es werden Entziindungsmediatoren wie Histamin, Leukotriene und Prostaglandine
freigesetzt, weitere Zytokine sezerniert, Krankheitserreger phagozytiert und direkte
Schiadigungen von Erregern durch aktive Sauerstoffmetabolite und/oder das

Komplementsystem initiiert.?
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Das spezifische Immunsystem besteht im Wesentlichen aus T- und B-Lymphozyten,
welche durch Antigene von Krankheitserregern erst aktiviert und gepragt werden miissen.
Beide Zellreithen entwickeln sich aus undifferenzierten Progenitorzellen im
Knochenmark, die noch keine T- oder B-Zellprigung aufweisen. Die Pragung und damit
den Erwerb ihrer typischen Féahigkeiten erfahren die Lymphozytenvorlduferzellen in den
priméren lymphatischen Organen, dem Knochenmark und Thymus. Dabei entstehen die
B-Lymphozyten durch ihre Pragung im Knochenmark und T- Lymphozyten durch ihre
Prigung im Thymus. Die B-Zellen machen ca. 15 Prozent der Lymphozyten im Blut aus
und sind als Plasmazellen durch die Bildung und Sezernierung von 16slichen Antikdrpern
fiir die spezifische humorale Immunreaktion verantwortlich. Die groBere Population
bilden die T-Zellen mit ca. 70-80 Prozent der Lymphozyten im Blut. Diese befinden sich
aber nicht stindig im Blut, sondern halten sich hauptsichlich in sekundiren
lymphatischen Organen wie den Lymphknoten oder der Milz auf. Nachdem sie durch den
Kontakt mit pathogenen Antigenen stimuliert wurden vermehren sie sich und
differenzieren sich entweder zu langlebigen T- Gedachtnis- oder zu T-Effektorzellen. Die
verbleibenden ca. 10 Prozent der Lymphozytenpopulation bilden die NK-Zellen
(natiirliche Killerzellen), diese lassen sich anhand ihrer Oberflaichenmerkmale weder den
B- noch den T-Lymphozyten zuordnen.?

Zu Beginn der T-Zellentwicklung migrieren die Vorlduferzellen aus dem Knochenmark
in den Thymus. Sie sind undifferenziert, exprimieren keine spezifischen lymphatischen
Marker und sind doppelt negativ fiir das Oberflichenprotein CD4 wie fiir das
Oberflachenprotein CD8. Um die hohe Variabilitit der T-Zellen zu erreichen kommt es
in zentraleren Abschnitten des Thymus zur somatischen Rekombination (Rearrangement)
der T-Zellrezeptor-Gen-Fragmente, hierbei erfolgt aus einer statistisch hohen Vielzahl
von moglichen Umlagerungen pro Zelle nur eine spezifische Rekombination. Im weiteren
Differenzierungsprozess kommt es zu zellinternen Translokationen der Gensequenz der
DNA, welche zur Bildung einer zusitzlichen Alpha-Kette des TCR (T-Zellrezeptor)
fithrt. Zu diesem Zeitpunkt sind die Zellen positiv fiir CD4 und CD8 (doppelt positiv).
Als néchstes differenzieren die doppelt positiven Zellen entweder zu einer nur CD4 oder
nur CD8 positiven Zelle indem entweder der CD4-Marker oder das CD8-Antigen
supprimiert wird. Am Ende der T- Zellentwicklung liegen reife Lymphozyten vor, welche

im Immunsystem als CD4" Helferzellen oder als CD8" zytotoxische T-Zellen fungieren.?®
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Die CD4"-Lymphozyten synthetisieren Zytokine und setzen diese frei. Grundsitzlich
werden zahlreiche funktionelle Typen von CD4'-Zellen unterschieden. Vier dieser
Subtypen sind von praktischer Bedeutung. Die Tul-, Tu2-, Tul7- und Treg-Zellen. Tul-
Zellen sezernieren Interleukin 2, Interferon y und TNF. Tu2-Zellen synthetisieren 1L-4,
IL-5, IL-9, IL-13. Diese sezernierten Zytokine 16sen weitere Effekte aus. Unter anderem
aktivieren sie Makrophagen, fordern die Produktion von Immunglobulinen in B-
Lymphozyten, aktivieren NK-Zellen und stimulieren die Differenzierung der CDS8"-
Lymphozyten zu zytotoxischen T-Zellen. Tul7-Zellen induzieren die spezifische
Immunantwort durch die Freisetzung von Interleukinen (IL-17, IL-22 und IL-23),
rekrutieren neutrophile Granulozyten und fordern somit Entziindungsreaktionen.?’
Treg-, regulatorische T-Zellen oder frither auch Suppressorzellen genannt bewirken eine
kontrollierte Suppression von Autoimmunprozessen und sind damit wichtig fiir die
korpereigene Immuntoleranz.?® Twul7-Zellen und Treg-Zellen stehen in einem
wechselseitigen Gleichgewicht zueinander, wobei Tul7-Zellen die Autoimmunitét
stimulieren und Treg-Zellen diese hemmen.?’

Stimulierte und damit aktivierte CD8"-Zellen (zytotoxische T-Zellen) sind als
Effektorzellen in der Lage infizierte korpereigene oder als korperfremd erkannte Zellen
mit Hilfe der gebildeten Mediatorstoffen Perforin und Granzyme B direkt abzutéten.
Neben kurzlebenden Lymphozyten enthédlt der menschliche Korper langlebige
sogenannte Memory-Zellen. Diese sind eine Unterfraktion der antigenspezifisch
gepriagten T-Zellen und entwickeln nach dem Kontakt mit einem Antigen ein
immunologisches Geddchtnis. Kommt es zu einer erneuten Exposition mit diesem
spezifischen Antigen teilen sich diese Zellen aufgrund der vorangegangenen
immunologischen Pragung rasch und eliminieren das Antigen. Die Memory-Zellen tragen
als Oberflachenproteine entweder CD4 oder CD8 und exprimieren typischerweise
CD45R0.%¢

Eine weitere Zellpopulation der T-Zellen bilden die NKT-Zellen (natiirliche Killer-T-
Zelle). Diese Zellen exprimieren an ihrer Zelloberflache ebenfalls das Oberflachenprotein
CD3 und nehmen eine Briickenfunktion zwischen dem unspezifischen und spezifischen
Immunsystem ein. Nach einem Antigenkontakt kommt es zur Aktivierung der NKT-
Zelle, woraufhin es sowohl zur Zytokinausschiittung und damit zur Induktion des
spezifischen Immunsystems als auch zur direkten Zerstérung der betroffenen Zellen
durch die Freisetzung der Mediatorstoffe Perforin und Granzyme B kommt. Somit besitzt

die natiirliche Killer-T-Zelle Eigenschaften von Th- und Tc- Zellen.?
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Die Entwicklung der B-Lymphozyten erfolgt im Knochenmark. Insgesamt konnen vier
Reifungsstufen unterschieden werden. Jede Reifungsstufe ist durch unterschiedliche
Oberflachenproteine charakterisiert, so exprimieren unreife Zellen CD34, TdT, und
CD10. Ein Merkmal fiir die Reife eines B-Lymphozyten ist das Tragen von Oberflichen-
Immunglobulinen der Klasse IgM und IgD und der Nachweis von CD19, CD20, CD21
und CD22. Antigene werden mit Hilfe der Immunglobuline erkannt. Kommt es zum
Antigenkontakt transformiert ein Bi-Lymphozyt zu einem B- Immunoblasten und
anschlieBend differenziert diese Zelle zu einer Plasmazelle. Die Plasmazelle ist im
Gegensatz zu allen anderen lymphatischen Zellen nicht mehr teilungsfihig.?®

Eine weitere wichtige Zellpopulation im peripheren Blut bilden die natiirlichen
Killerzellen (NK), diese machen 15 Prozent der Lymphozyten aus und diirfen nicht mit
den NKT-Zellen verwechselt werden. Hier handelt es sich um Non-B- und Non-T- Zellen,
wobei sie aufgrund ihrer Entwicklung aus einer gemeinsamen Progenitorzelle mit den T-
Lymphozyten verwandt sind. Sie tragen Oberflichenmarker der T-Zellen wie zum
Beispiel CD2, CD7 und CD8. Zusétzlich exprimieren NK-Zellen die spezifischen Marker
CD16, CD56 und CD57. Die NK-Zellen lassen sich anhand ihres Expressionsmuster von
CD16 und CD56 in drei Subtypen unterteilen. Zellen des Typ 1 (CD56%€"/CD16%m)
charakterisieren sich durch eine starke Zytokinsynthese und schwache zytotoxische
Aktivitit, womit sie funktionell einem ,,jugendlichem® NK- Zelltyp entsprechen. Die
Zellpopulation mit CD56"/CD16" Expression beinhaltet die

»adulten NK-Zellen und stellt die tiberwiegende NK-Zellpopulation dar (Typ 2). NK-
Zellen des Typ 3 (CD56%™/CD16¢) weisen eine starke zytotoxische Aktivitit auf,
sezernieren aber nur in geringem Ausmal} Zytokine. Zu den sezernierten Zytokinen
zdhlen Interferon y und proinflammatorische Zyto- und Chemokine, welche zu einer
Aktivierung von Makrophagen und dendritischen Retikulumzellen fiihren. Ihre Funktion
in der Immunabwehr erfiillen die natiirlichen Killerzellen iiber zwei Wege. Zum einen
zerstoren sie direkt infizierte Zellen und zum anderen kommt es iiber das CD16-Molekiil
zu einer Antikdrper-abhingigen zelluldren Zytotoxizitit.?®

In den letzten Jahren wird dem Immunsystem zudem eine entscheidende Rolle in der
Karzinogenese, dem Mikromilieu des Tumors und damit der Prognose der an Krebs

erkrankten Patienten zugesprochen.
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2.5 Immunseneszenz

Im Alter nimmt die Héaufigkeit von Infektionen, Krebserkrankungen und chronisch
entziindlichen Prozessen zu. Dies liegt vor allem daran, dass mit zunechmendem Alter jede
einzelne Zelle des Korpers altert und damit auch das Immunsystem. Dieser Prozess wird
mit dem Begriff der Immunseneszenz beschrieben und beginnt im Grunde schon im
Kindesalter mit der Involution des Thymus. Ausnahmslos sind alle Zellen des
angeborenen und erworbenen Immunsystems von diesen Alterungsprozessen betroffen
bis hin zur hidmatopoetischen-Stammzelle und den lymphoiden Vorlduferzellen im
Thymus und Knochenmark. Dabei scheint es Unterschiede zwischen einem biologischen
und einem vorzeitigen beschleunigten Altern zu geben.?® Zudem spielt das Geschlecht
eine wesentliche Rolle bei den altersbedingten Verdnderungen des Immunsystems. So
haben Frauen zum Beispiel in jedem Alter eine hohere Thymusfunktion als Ménner, was

einen hoheren Anteil naiver T-Zellen im peripheren Blut bedingt.?’

Die Immunseneszenz duBlert sich in den verschiedenen Zellpopulationen auf
unterschiedliche Art und Weise. So bleibt die absolute Zahl der neutrophilen
Granulozyten konstant, es kommt aber zu erheblichen funktionellen EinbuBlen. Sie
verlieren die Fahigkeit der Phagozytose und sind nur noch in geringem Ausmal
zytotoxisch wirksam. Auch die Zahl der Monozyten im peripheren Blut bleibt bis in das
hohe Lebensalter konstant, aber auch sie biilen ihre Phagozytosefdhigkeit ein. Dies
bedeutet auch, dass sie in geringerem Ausmal Antigene an ihrer Oberflidche préasentieren
und damit CD4"-Zellen weniger aktivieren und prigen kénnen. Die Konzentration von
Zytokinen wie Interleukin-6, Interleukin-1f und TNF-a im Blut ist dagegen mit
zunehmendem Alter erhoht. Dies kann zu proinflammatorischen Prozessen im
menschlichen Organismus fithren und ist ein entscheidender Faktor fiir altersassoziierte
chronische Entziindungen.?® Dies wird als Inflamm-Aging (,entziindliches Altern)
bezeichnet.?’ Die Zellen des erworbenen Immunsystems verlieren im Alter ebenfalls an
Effektivitdt in der Bekdmpfung von Pathogenen, zudem sinkt ihre Variabilitit und damit
die Fahigkeit sich gegen neue Erreger zu wehren. Bei den T-Zellen kommt es zum
Riickgang von naiven T-Zellen und zu einem Anstieg der Gedédchtnis- und aktivierten T-
Zellen®*3!, die Gesamtzahl der T-Zellen im peripheren Blut bleibt dabei konstant. Das
bedeutet, dass sich das Verhéltnis zwischen naiven und Effektor-/Memory-T-Zellen hin

zu den differenzierten Zellen verschiebt. Dies betrifft
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die CD8"-Zellen schon frith und dann mit zunehmendem Alter auch die CD4"-Zellen.
Obwohl die Zahl der zytotoxischen-Zellen verhéltnisméBig erhoht ist, kommt es trotz
alledem zu einer erhohten Anfilligkeit gegeniiber Infektionen und Krebserkrankungen.
Ursache hierfiir ist eine Abnahme der zytotoxischen Funktion dieser Zellpopulation.
Zudem kommt es auf der Oberfliche der CD8"-Zellen zum Verlust des Molekiils CD28.
Dies fiihrt zur Reduzierung der Zellvermehrung und zum partiellen Funktionsverlust der
Zellen. Allerdings sind CD8'CD28-Zellen besonders langlebig, reichern sich an und
verhindern so die Neubildung naiver T-Zellen. Dieser Effekt wird als ,,Feedback-
Hemmung“ bezeichnet. Eine andere Population der zytotoxischen Zellen
(CD8"'CD45R0"CD25"-Zellen) konnen den Verlust von CD8"-Zellen ausgleichen und
stellen so einen moglichen Biomarker fiir ein ,,erfolgreiches* Altern des Immunsystems
dar. Auch regulatorische T-Zellen werden mit zunehmendem Alter geschwécht, bedingt
durch eine geringere IL-2-Freisetzung und reduzierte Expression des IL-2-Rezeptors. Im
Gegensatz dazu wird in hoherem Alter eine Zunahme an Thi7-Zellen beschrieben, was
ebenso von Bedeutung fiir die Zunahme von proinflammatorischen Prozessen im Alter
sein kann.?®

Ebenfalls nimmt im hoheren Alter die Zahl der naiven B-Zellen ab. Dies ist am ehesten
darin begriindet, dass es mit zunehmender Anzahl von dysfunktionalen Memory-B-
Zellen in den Organen des Immunsystems zu einer ,,Feedback-Hemmung®“ im
Knochenmark kommt.?8

Unter Beriicksichtigung des Geschlechts ldsst sich ergdnzen, dass Ménner im Vergleich
zu Frauen frither von altersbedingten Verdnderungen des Immunsystems betroffen sind.
Vor allem unterscheiden sich die Prozesse der Immunseneszenz in der Population der B-
Zellen. Dabei sind die Zellen des adaptiven Immunsystems bei Frauen im hoheren
Lebensalter stirker aktiv als die bei Ménnern. Ferner haben Minner eine stirkere

Aktivitit der Monozyten.?’

3. AKTUELLER STAND DER FORSCHUNG

Das kolorektale Karzinom wird aktuell Stadien gerecht therapiert. Hierfiir wird vor
Therapiebeginn die klinische Situation des Patienten eingeschdtzt und das Therapieziel
festgelegt. Drei Faktoren gehen in die Entscheidung der Erstlinientherapie ein: der
Allgemeinzustand des Patienten, die Lokalisation und Ausdehnung des Tumors und der

molekulare Status des Tumors zum Zeitpunkt der Erstdiagnose.
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Der Therapieanspruch fiir Patienten, welche bei Erstdiagnose in das klinische Stadium I
— III eingeteilt werden, ist kurativ. Diese Patienten werden primir operativ versorgt und
erhalten anschlieend, je nach Tumorstadium, entweder nur eine Nachsorge oder eine
adjuvante Chemotherapie. Operativ werden dabei chirurgisch onkologische Grundsitze
verfolgt. Diese umfassen die Entfernung des regionidren Lymphabflussgebietes mit der
Resektion von > 12 Lymphknoten (komplette mesokolische Resektion), einen
angemessenen Sicherheitsabstand zum gesunden Gewebe, in der Regel 10 cm, und eine
En-Bloc-Resektion von tumoradhirenten Organen.?’ Durch die komplette mesokolische
Exzision (CME) wird lokal vollstindig reseziert und eine hohe Lymphknotenausbeute
erreicht. Wird die CME konsequent durchgefiihrt, kommt es laut bisherigen
Erkenntnissen zur Verbesserung der Uberlebensraten. Dabei korreliert die Anzahl der
resezierten Lymphknoten auch bei nodal negativen Karzinomen mit der Prognose.’> Mit
der anschlieBenden Analyse des Lymphknotenstatuses wird zum einen zwischen dem
Stadium I und II unterschieden und zum anderen wird versucht lymphogene
Lokalrezidive zu vermeiden. Die Unterscheidung zwischen Stadium I und II hat sowohl
prognostische, als auch therapeutische Konsequenzen. So verbessert eine adjuvante
medikamentOse Therapie die Prognose der Patienten mit Tumorstadium I nicht. Im
Tumorstadium II kann bei Vorliegen eines Risikofaktors eine adjuvante Chemotherapie
in Erwédgung gezogen werden. Als Risikofaktoren gelten das Tumorstadium T4, eine
Tumorperforation, ein intraoperativer Tumoreinriss, eine Notfall-Operation oder die
Untersuchung von weniger als 12 Lymphknoten, wobei mindestens einer dieser
Risikofaktoren vorliegen muss. Dann kann die adjuvante medikametdse Therapie mit 5-
Fluorouracil-haltigen Medikamenten die 5-Jahres-Uberlebensrate erhdhen und die
Rezidivrate bei Patienten mit Tumorstadium II reduzieren. Allerdings spielt hier
zusitzlich der molekulare Status der Tumore im Stadium II eine entscheidende Rolle
beziiglich des Ansprechens auf eine adjuvante Chemotherapie. Der Nachweis von
Mikrosatelliten-Instabilitditen im Tumorgewebe spricht hier gegen eine adjuvante
Chemotherapie, da der Gewinn der Therapie geringer ist als der Effekt der
Nebenwirkungen. Betroffene im Stadium III erhalten ausnahmslos eine adjuvante
medikamentdse Therapie. Die Reduktion der Rezidivrate und die Erhohung der 5-
Jahres-Uberlebensrate werden dadurch signifikant positiv beeinflusst.?

Dahingegen ist das Therapieziel von Patienten im Tumorstadium IV palliativ, wobei
dieses Ziel in den letzten 20 Jahren vor allem fiir hepatisch und pulmonal metastasierte
Tumorentititen relativiert werden konnte und durch FEinsatz sogenannter

oligometastatischer Konzepte auch hier eine Heilung erreicht werden kann. Zur
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Berechnung und prognostischen Bewertung von Risikofaktoren existieren mehrere
Modelle, wobei die Kriterien nach Fong bei Patienten mit Lebermetastasen am hiufigsten

angewendet werden.?’

Aktuell werden die Patienten mit einem KRK nach der TNM-Klassifikation eingeteilt.
Hier ist vor allem der Nodalstatus wichtig, da dieser noch immer den stdrksten
prognostischen Parameter darstellt. Fillt das Staging positiv aus, erhalten die Patienten
eine adjuvante Chemotherapie. Im UICC-Stadium II ist der Nutzen der adjuvanten
Chemotherapie wie bereits oben beschrieben gering und ihr Einsatz hédngt von
zusitzlichen Risikofaktoren ab.!® Deshalb verwundert es nicht, dass das Lymphknoten-
Staging in verschiedensten Studien kontrovers diskutiert wird. Nicht nur der Nachweis
von Lymphknotenmetastasen, sondern auch die Anzahl der entnommen Lymphknoten
besitzt prognostische Relevanz vor allem bei Patienten im UICC-Stadium II und III.
Allgemeiner Konsens ist dabei die Beurteilung von mindestens 12 Lymphknoten.®>? Im
klinischen Alltag kommt es gelegentlich zur Entnahme einer zu geringen Anzahl von
Lymphknoten. Hypothetisch fiihrt dies zu einem fehlerhaften Staging nodal-negativer
Patienten in der Annahme, Tumor-befallene Lymphknoten nicht erfasst zu haben. Hiermit
verbessert die Beurteilung einer hohen Anzahl von Lymphknoten das Gesamtiiberleben
der Patienten und eine geringe Anzahl an Lymphknoten ist mit einer ungiinstigeren
Prognose assoziiert.” Das Gesamtiiberleben verbessert sich zudem signifikant mit dem
Vorhandensein von > 7 Lymphknoten mit einem Durchmesser groBer 5 mm. ' Die GroBe
der Lymphknoten und damit die Wahrscheinlichkeit der Resektion kann zum einen durch
eine Metastasierung, eine M. Chron dhnliche Entziindungsreaktion, als auch durch eine
immunologische Aktivierung begriindet sein.!! Die immunologische Reaktion fiihrt zur
Hyperplasie der Lymphknoten, wodurch diese leichter nachweisbar sind.>!° Bereits 1980
untersuchten Phil et al. die prognostische Relevanz der Lymphknotenhyperplasie und —
groBe bei Patienten mit KRK.!' Auch Mirkl et al. postulierte, dass die Anzahl der
resezierten Lymphknoten und die Lymphknotengréfle durch immunologische Effekte
beeinflusst wird.>> Allerdings kann auch durch die fortschrittlichste Technik der
Lymphknotenresektion und einer damit verbundenen ausreichenden Lymphknotenanzahl
ein fehlerhaftes Staging (Understaging) nicht verhindert werden.!! Auf der anderen Seite
wurde kein Zusammenhang einer hohen Lymphknoten-Ausbeute mit einer hdheren
Anzahl von Lymphknotenmetastasen festgestellt. Trotzdem beeinflusst die Grofle der
Lymphknoten letztendlich die Resektionsrate und damit das Outcome des

Patienten.!' Die
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lymphatische Hyperplasie konnte demnach beim KRK einen prognostischen Faktor
darstellen.'”

Eine geringe Anzahl an Lymphknoten gréer 5 mm scheint fiir ein ungiinstigeres
Outcome zu sprechen.!! Dabei stellt bei nodal-negativen Patienten die
LymphknotengroBe einen prognostischen Faktor dar.!! Mirkl et al. untersuchte die
absolute Lymphknotenanzahl, die Anzahl der Lymphknoten groBer 5 mm (LN5) und den
kumulativen Lymphknotendurchmesser hinsichtlich der Tumorprogression.!° Dabei
korreliert die Gesamtzahl der resezierten Lymphknoten stark mit dem kumulativen
Lymphknotendurchmessers.!? Die Gesamtzahl der Lymphknoten und die GroBe groBer
5 mm korreliert schwicher miteinander.'° Die Dichte der intratumoralen T- Lymphozyten
(ITL) CD3"- und CD8"-Zellen ist bei Patienten mit einer ausreichenden resezierten
Lymphknotenanzahl und einer hohen Anzahl mit einer durchschnittlichen GroB3e groBer
5 mm signifikant erhoht.’® Interessanterweise haben Patienten mit einem linksseitig
lokalisierten Kolonkarzinom weniger Lymphknoten groler 5 mm als Patienten deren
Karzinom im rechten Hemikolon liegt, wobei die Lokalisation hinsichtlich des
Gesamtiiberlebens keinen Unterschied ergab.'? Das krebsspezifische Gesamtiiberleben ist
bei Patienten mit hoher ITL-Dichte signifikant verbessert.® Insgesamt sind die meisten
resezierten Lymphknoten zwischen 1 und 5 mm groB (>1 und <5 mm).!° Dabei
unterscheidet sich diese GroBenverteilung in nodal-positiven Féllen im Vergleich zu
nodal-negativen Féllen nur geringfiigig mit Ausnahme in der GréBenkategorie von 3 und
4 mm.'" Diese GroBe ist bei nodal-positiven Fillen signifikant groBer.!”
Lymphknotenmetastasen konnten in jeder Groenkategorie nachgewiesen werden, dabei
nimmt die Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung mit der Lymphknotengrofe zu'®,
wobei die meisten der groBeren Lymphknoten frei von einer Metastasierung sind und die
Metastasen positiven Lymphknoten in der Regel kleiner als 10 mm sind.'® Mirkl et. al
schitzt nach seinen Beobachtungen das Understaging im Alltag auf 2-5 Prozent.'”
Patienten mit einer hohen Anzahl von LNS5 haben ein geringeres Risiko einer

progredienten Erkrankung.'”

Die Dichte der intratumoral gelegenen CD3"- und CD8"-Zellen sind dabei unabhingig
prognostisch und mit dem AusmaR des Lymphknotenbefalls und der Lymphknotengrof3e
bei nodal-negativen Kolonkarzinom-Patienten assoziiert.** FOXP3 ist ein wichtiger
intrazelluldr gelegener funktioneller Faktor in CD4"CD25"-T-Zellen (regulatorischen T-
Zellen). Seine Funktion ist immunsupprimierend. Im Gegensatz der Erwartung fiihrt eine

erhohte intratumorale Dichte von FOXP3"-T-Zellen bei Patienten
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mit einem Kolonkarzinom zu einem giinstigeren klinischen Verlauf. FOXP3™ scheint
dabei das Mikromileau des Tumors zu verdndern. Dabei ist der Nachweis von FOXP3 in
den Tumorzellen prognostisch giinstig.>* Eine Korrelation mit der Anzahl oder der GroBe
der Lymphknoten konnte nicht nachgewiesen werden. Aber wie auch schon in anderen
Studien untersucht, ist eine geringe Anzahl von groen Lymphknoten und eine niedrige
Dichte von FOXP3* Tregs prognostisch ungiinstig zu werten.>* Die Rolle des adaptiven
Immunsystems wird aber auch beziiglich des Tumorwachstums und der
Rezidivwahrscheinlichkeit kontrovers diskutiert. Galon et al. legte dar, dass das adaptive
Immunsystem iiber die Anzahl der Thi-Zellen eine positiven Effekt auf das klinische
Ergebnis ausiibt.” Dabei scheinen infiltrierende Lymphozyten das Tumorwachstum bei
Patienten mit KRK zu hemmen. Entscheidend ist hier der Verbleib von memory T-Zellen
(CD45R0") im betroffenen Gewebe.” Die Gedichtnis-T-Zellen begrenzen die
Tumorausbreitung. Tumorinfiltrierende T-Zellen scheinen das Tumorstroma oder die
Tumorzellen so zu verdndern, dass sie ein geringeres Metastasierungspotenzial
aufweisen.” Postoperativ fithrt dies zur Abtdtung von noch weiterhin persistierenden
Tumorzellen und zu einer Reduzierung der Rezidivwahrscheinlichkeit.” Von
prognostischen Wert ist hier ,,die Art, die Dichte und die Lokalisation von Immunzellen‘’.
Diese Aspekte sind der UICC-TNM-Klassifikation {iberlegen und unabhingig von dieser
Klassifikation.” Das Gesamtiiberleben und die Rezidivwahrscheinlichkeit sind dabei
abhingig vom lokalen adaptiven Immunsystem. Patienten mit einer hohen Dichte an
infiltrierenden T-Zellen haben ein geringeres Risiko bzgl. der Tumorausbreitung, sowohl
in regionale Lymphknoten als auch in vaskuldre und perineurale Strukturen. Dies wird
als Immunediting bezeichnet, das Immunsystem der Patienten ist in der Lage das
Tumorwachstum und die Tumorausbreitung zu kontrollieren. Dieser Effekt wird heute
medikamentds unterstiitzt und verstirkt.!” Die Therapiemethoden verfolgen dabei
verschiedene Strategien um die korpereigene Immunantwort auf den Tumor zu
verstirken, beispielsweise mit Checkpoint-Inhibitoren oder monoklonalen Antikdrpern.*
Galon et al. untersuchte zudem die adaptive Immunantwort im Tumorzentrum (TC) und
am invasiven Rand (IF) in situ bei 415 Patienten mit KRK.” Dabei stellte er fest, dass
Tumore von Patienten die kein Rezidiv entwickelten sowohl im TC als auch am IF eine
hohere Dichte an Immunzellen aufweisen als diejenigen Patienten deren
Tumorerkrankung rezidivierte. Untersucht wurden CD3*-, CD8"-Zellen und ihr
zytotoxisches Molekiil (GZMB) und memory T-Zellen (CD45R0").” Die Immunreaktion
der Patienten in den beiden untersuchten Tumorregionen korreliert dabei mit einer

giinstigen Prognose unabhéngig
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vom UICC-Tumorstadium I, IT und III. Patientenfille mit einer niedrigen Dichte an CD3"-
Zellen und CD45R0"-Zellen haben eine dhnlich schlechte Prognose wie Patienten im
UICC-Stadium IV.” Das Verhiltnis aus CD3"-TC/CD3*-IF-Dichte ist dabei der stérkste
unabhiingige prognostische Faktor.” Diese Untersuchungen sollen letztendlich
Hochrisikopatienten erkennen, welche von einer adjuvanten Therapie profitieren

wiirden.’

Das Tumormikromileau und die darin enthaltenen unterschiedlichen intratumoralen
Entziindungszellen sind ein neues zu erforschendes Thema der Onkologie.*

Neueste Studien haben gezeigt, dass die alleinige Bewertung des Lymphknotenstatuses
zur Unter- oder Uberbehandlung fiihren kann.® Zur besseren Klassifizierung der Patienten
und der damit verbundenen Therapieentscheidung kann die Immunreaktion des Patienten
als Marker verwendet werden, auch wenn dies im klinischen Alltag im Allgemeinen noch
keine Anwendung findet. Dazu sollen die Analyse des Lymphozyten-zu-Neutrophilen-
Scores, der Gesamt-Lymphozyten-Score und die Immunreaktion in situ unter

Verwendung des Immunoscores (IM-Score) benutzt werden.®

Die Analyse des
Neutrophilen-zu-Lymphozyten-Scores (NLR) zur Vorhersage eines Tumorrezidivs fand
erstmals Anwendung in der Studie ,, Prdoperatives Verhdltnis von Neutrophilen zu
Lymphozyten >5 ist ein prognostischer Faktor fiir rezidivierenden Darmkrebs* von
S.Mallappa. Dabei stellt eine erhohte prdoperative NLR einen unabhidngigen Faktor
beziiglich eines Rezidivs dar.*® Der Gesamtlymphozyten-Score in Verbindung mit der
Anzahl der tumorinfiltrierenden Lymphozyten wurde hinsichtlich des Uberlebens der
betroffenen Patienten angewendet. Die Mortalitétsrate sinkt hierbei mit steigender
lymphozytérer Reaktion. Wie schon oben beschrieben wirkt sich diese gesteigerte
Reaktionsbereitschaft des Immunsystems auf die Groe der Lymphknoten aus, was sich
wiederum positiv auf das Gesamtiiberleben der Patienten auswirkt®” Mit Hilfe des IM-
Score soll das Risiko eines Riickfalls bei Darmkrebs im Frithstadium vorhergesagt
werden. Dabei wird ein in-vitro-Diagnostiktest zur Messung der Immunreaktion des
Patienten durchgefiihrt.®® Der IM-Score beruht auf der Quantifizierung der
Lymphozytenpopulationen CD3/CD45R0, CD3/CD8 oder CD8/CD45R0 im TC als auch
in der IF der Tumore. Hierbei erfolgt die Skalierung des IM-Scores von IM-Score 0 (,,I*
0), wenn in den beiden untersuchten Regionen eine niedrige Dichte der Zelltypen
nachgewiesen wird bis zu einem IM-Score 4 (,,I 4), wenn in beiden Regionen eine hohe
Dichte nachgewiesen wird. In zwei unabhdngigen Kohorten (n = 602) hatten 4,8 Prozent

der ,,I* 4 kategorisierten Patienten nach 5 Jahren
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ein Rezidiv und 72 Prozent der ,,J 0 und ,,I* 1 ein Tumorrezidiv und nur 27,5 Prozent
erreichten die 5-Jahres Uberlebensgrenze. Die als ,,] 0 und ,,I 1 bewerteten Patienten
hitten potenziell von einer adjuvanten Therapie profitiert.?!

Alle aufgestellten Scores konnten aufzeigen, dass die Beurteilung des Immunprofils
prognostische Relevanz besitzt. Dabei konnte an einer kleinen Kohorte von 18 Patienten
von Hagland et. al herausgearbeitet werden, dass die Zahl der CD3"-Lymphozyten im
peripheren Blut mit der im Tumorgewebe positiv korreliert.® Signifikant ist dabei die
positive Korrelation der CD4*-Zellen im Blut mit der Anzahl der CD3*-Zellen und CD8*-
Zellen im Tumorgewebe, sowohl in der Invasionsfront und als auch im Tumorzentrum.
Dieser Sachverhalt als Immunosscore bezeichnet geht mit einer positiven
Gesamtiiberlebensrate  einher.® Wird der Neutrophilen-zu-Lymphozyten-Score
herangezogen, weist eine relative Lymphozytopenie und damit ein erhohter NLR auf eine
schlechte Prognose hin.*® Zudem wirkt sich wie oben beschrieben eine gesteigerte
lymphozytire Reaktionsbereitschaft des Immunsystems und hier vor allem der
Gesamtlymphozyten-Score positiv auf das Gesamtiiberleben aus.’” Auch Mirkl et al. fand
eine starke Korrelation zwischen den CD3*- und CD8"-Zellen im Tumorzentrum und der
Invasionsfront. Zudem fanden sie eine starke Korrelation zwischen einer erhéhten Dichte
an ITLs bei Patienten mit einer ausreichenden Anzahl an resezierten Lymphknoten. Dabei
konnte herausgearbeitet werden, dass die Dichte der ITLs ein unabhingiger
prognostischer Faktor ist. Die Anzahl der entnommen Lymphknoten hédngt von der
Lymphknotengrofle ab. Dabei ist die Lymphknotengrofe ein Surrogatmarker fiir die

Immunreaktion des Patienten.>?

Nur wenige vorherige Studien haben sich mit dem Zusammenhang der
Lymphknotengroe (LK-Groe) und der Funktion des adaptiven Immunsystems
beschéftigt sowie mit der Korrelation der LK-GroBe mit den Lymphozyten im peripheren

Blut.
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4. HYPOTHESE UND FRAGESTELLUNGEN

Bei Krebserkrankungen spielt die lokale Immunantwort eine entscheidende Rolle in der
Kontrolle des Tumorwachstums, der Rezidivwahrscheinlichkeit wund des

Gesamtiiberlebens der Betroffenen.

Diese prospektive Studie soll priifen, welchen Einfluss ein kolorektales Karzinom unter
Bertiicksichtigung von Alter und Geschlecht auf das zelluldre Immunsystem hat und
inwiefern der lymphozytire Infiltrationsgrad im Primédrtumor und Zeichen der
Lymphknotenaktivierung mit dem zelluldiren Immunstatus im peripheren Blut
korrelieren. Dabei sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1. Unterscheiden sich die Lymphozyten-Subpopulationen im peripheren Blut
von Patienten mit KRK von gesunden Kontrollpersonen unter
Beriicksichtigung von Alter und Geschlecht?

2. Zeigen sich bei KRK-Patienten Unterschiede des zelluliren Immunsystems
zwischen folgenden Subgruppen

a. Patienten im Tumorstadium UICC I/II versus UICC III/IV?
b. Patienten mit linksseitiger versus rechtsseitiger Lokalisation?
3. Korrelieren die im peripheren Blut analysierten Lymphozytenwerte mit den

gewebstindigen Lymphozyten im Primirtumor bzw. lokalen Lymphknoten?

5. MATERIAL UND METHODEN

5.1 Studiendesign

Es handelt sich um eine prospektive, monozentrische Beobachtungsstudie, mit rein
wissenschaftlichem Nutzen.

Nach Studieneinschluss erfolgte im Rahmen der Routineblutabnahme vor der geplanten
Tumoroperation eine genaue Bestimmung des Immunstatus der Patienten. Dazu wurden
zusitzlich 2 x 9 mL Blut abgenommen.

Die Dauer des Beobachtungszeitraums belief sich nach Einschluss der Probanden auf
zwei Jahre. Wiahrend dieser zwei Jahre wurde dieser diagnostische Vorgang alle drei
Monate wiederholt. Das entfernte Tumorgewebe wurde im Rahmen der histologischen
Untersuchungen auf tumortypische genetische Mutationen untersucht und mit den

genetischen Informationen der Blutproben verglichen.
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Die Studie wurde beider Ethik kommissionander Ludwig-Maximilian-Universitét
Miinchen eingereicht (Referenznummer 18-726) und ein positives Votum am 03.12.2018

erteilt.

5.2 Rekrutierung der Probandenkohorte - Ein- und Ausschlusskriterien

Die Patientenrekrutierung begann im Dezember 2018 und dauerte insgesamt 24 Monate.
In die Studie wurden 47 Probanden eingeschlossen, zudem wurden 50 Kontrollpersonen

rekrutiert.

Einschlusskriterien:

Eingeschlossen wurden konsekutiv gescreente Patienten liber 18 Jahren mit einem neu-
diagnostizierten Kolonkarzinom in einem Tumorstadium I-IV, die am Klinikum
Augsburg/Universititsklinikum Augsburg operativ behandelt wurden. Voraussetzung
zum Einschluss waren der histologische Nachweis eines KRK, ein Leitlinien-konformes
Staging mittels Computertomographie innerhalb der letzten 4 Wochen sowie das
schriftliche Einversténdnis des Patienten.

Ausschlusskriterien:

Ausgeschlossen warem Patienten mit chronischer Infektion (insbesondere durch HIV
oder Hepatitis-Viren), bekannter Autoimmunerkrankung oder Immundefizienz, Patienten
mit einem Zweitmalignom zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses oder in der
Vorgeschichte, sowie Patienten, die unter einer immunsupprimierenden oder -
modulierenden Therapie stehen.

Die Kontrollpersonen bestanden iiberwiegend aus Blutspendern aus der Blutbank des

Universitétsklinikums Augsburg.
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5.3 Histologische Beurteilung des Primarius und der regionalen Lymphknoten

Nach der Kolonresektion wurde das Prdparat ohne Verzogerung in das Institut fiir
Pathologie gebracht. Dort erfolgte eine Eroffnung und Reinigung des Préparates mit
Gewebeentnahme zur Kryoasservierung. Danach wurde zur Verbesserung der
Lymphknotenausbeute eine intraarterielle Methylenblauinjektion durchgefiihrt. Nach
Fixierung iiber Nacht erfolgte die weitere Préparation mit Gewebeentnahme fiir die
histologische und molekulare Untersuchung des Tumors. Der Lymphknotenpriparation
kommt eine besondere Bedeutung zu. Eine Mindestzahl von 25 Lymphknoten pro Fall
wurde angestrebt. Nach Entwidsserung iiber Nacht erfolgten am Folgetag die
Paraffineinbettung und die Anfertigung der histologischen Schnitte. Es wurde eine
ausflhrliche histologische Untersuchung des Operationspriparates mit Erhebung aller
Standardparameter bestehend aus histologischer Typisierung, Tumorbudding, MMR-
bzw. MSI-Status, BRAF- und panRAS-Mutations-Status durchgefiihrt, fotodokumentiert
und in GroB3flichenschnitte aufgearbeitet.

Die Bestimmung tumorinfiltrierender T-Lymphozyten erfolgte anhand von
immunhistochemisch gefdarbten Schnitten (CD3 und CDS). Die Auszdhlung erfolgte
digital mithilfe der CD3/CD8 Quantifier-Software der Firma VMscope, Berlin. Fiir alle
Félle wurden zwei verschiedene Lokalisationen am Tumorzentrum (TC) und an der
invasiven Front (IF), mit einer jeweils 20-fachen Vergroflerung, mit einer hohen und
intermediéren Infiltration von CD3"- oder CD8"-Zellen durchgefiihrt und dokumentiert.
Die hohe und intermediédre Infiltrationsrate fiir jeden Zelltyp und jede Lokalisation
wurden als ein Mittelwert zusammengefasst, so dass vier Kategorien von TILs fiir jeden

).39

Patienten analysiert wurden (sieche Abbildung 1).”” Neben den Auszdhlungen wurde der

Immunoscore (IM-Score) anhand der kiirzlich ermittelten Schwellenwerte ermittelt.*?
Alle Lymphknoten wurden sorgfiltig histologisch untersucht. Die Léngsdiameter der
Lymphknoten wurden mit Hilfe eines transparenten Kalibers mit einem 5-mm-Loch auf
der Basis von H&E-gefirbten Objekttragern durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die
Lymphknoten kategorisiert in LN < 5Smm oder > 5 mm. Lymphknotenmetastasen wurden
ebenfalls vermessen. Hier wurde anschlieBend das Verhéltnis zwischen

m .
Lymphknotenmetastase und LymphknotengroBe (MSR) nach der Formel e
Sjem1 Yk

berechnet. Dieser Wert spiegelt das Ausmall der Erkrankung in den Lymphknoten

wieder.*



Variablen der Formel
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m X
i=1

21]2=1 yk

maximaler Durchmesser des Tumorinfiltrates in mm
Gesamtzahl der metastasierten Lymphknoten pro Fall
maximaler Durchmesser des Lymphknotens in mm

Gesamtzahl der Lymphknoten pro Fall
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Abbildung 1: Zellzdhlung mit einer digitalen Quantifizierungssoftware (VMscope, Berlin,
Deutschland)®’, Immunhistochemische Féirbung der tumorinfiltrierenden Lymphozyten
im Tumorcentrum am Beispiel eines Patienten mit einem kolorektalem Karzinom. CD3-
Lymphozyten (4) und CDS8-Lymphozyten (B) bei einem Patienten mit geringer
Lymphozyteninfiltration. CD3-Lymphozyten (C) und CDS8-Lymphozyten (D) bei einer
Patientin mit starker Lymphozyteninfiltration. Mafstabsbalken: 50 um>°



Seite |33

Bild: Messung des Lingsdiameter der Lymphknoten mit Hilfe einer Schablone'!

5.4 Zelluldrer Immunstatus im peripheren Blut

Aus dem peripheren Blut wurde praoperativ der zelluldre Immunstatus bestimmt. Hierzu
wurde jeweils 1 ml Blut bendtigt, der im Rahmen einer klinischen Routine- Blutabnahme
mit abgenommen wurde. Folgenden Lymphozyten-Subpopulationen wurden mit Hilfe
der Druchflusszytometrie (FC500 von Beckmann Coulter) quantitativ bestimmt: B-
Lymphozyten mit funktionellen Untergruppen: naive, transitorische, class- switch und
memory B-Zellen; zytotoxische T-Zellen mit funktionellen Untergruppen: naive,
aktivierte (friih, intermediate, late, exhausted, und terminal effector sowie CD69" und
HLD-DR"), regulatorische und memory (center memory sowie effector memory mit und
ohne Koexpression von CD45RA) T-Zellen; T-Helferzellen mit funktionellen
Untergruppen: Thi, Thz, Thi7, naive, aktivierte (frith, intermediate, late, exhausted, und
terminal effector sowie CD69" und HLA-DR"), regulatorische und memory (center
memory sowie effector memory mit und ohne Koexpression von CD45RA) T-Zellen;
NK-Zellen mit funktionellen Untergruppen (CD56'CD16%, CD56%mCD16°eh,
CD56"EMCD169™m); NK-like-T-Zellen.
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Abbildung 2: Gating-Strategie am Durchflusszytometer (FC500 von Beckmann

Coulter)*!

Tabelle 1: Fluorchrom-Antikorper-Konjugate®!

Zellpopulation Antigen | Fluorchrome Clone Isotype Beckman
Coulter/Biolegend

item number

B IgD FITC 1A6-2 IgG2a B30652
B CD24 PE ALB9 IgG1 IM1428U
B, exhausted T CD27 ECD 1A4CD27 1gG1 B26603

B CD38 PC5 LS198-4-3 IgG1 A07780
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B CD19 PC7 J3-119 IgG1 kappa | IM3628
Memory T CD62L | FITC DREGS56 IgG1 IM1231U
Memory T CD45R | PE UCHL1 IgG2a A07787
0
Memory T, Treg | CD45R | ECD 2H4L.DHI11LDBY | IgG1 IM2711U
A
Memory T, CD4 PC5 13B8.2 IgGl A07752
activated T, Treg,
Th subsets
Memory T, Treg, | CD8 PC7 SFCI21Thy2D3 IgG1 737661
exhausted T,
activated T
Exhausted CD8- | CD57 FITC NC1 IgM B49188
T
Exhausted CD8- | CD279 | PE PD1.3 IgG2b B30634
T
Exhausted CD8- | CD28 PC5 CD28.2 IgG1 6607108
T
Activated T HLA- FITC Immu-357 IgG1 IM1638U
DR
Activated T CD69 PE TP1.55.3 1gG2b IM1943U
Treg CD25 FITC B1.49.9 IgG2a IM0478U
Treg FoxP3 PE Ab259D IgGlkappa | B46031
T/NK CD56 PE N901/NK-1 IgG1 A07788
T/NK CDl16 ECD 3G8 IgGl A33098
T7NK CD19 PC5 J3-119 IgG1 A07771
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T/NK CD3 PC7 UCHT1 IgGl 737657
CD183

Th subsets (CXCR AF488 GO025H7 IgG1 B68144
3)
CD1%4
(CCR4) PE L291H4 IgG1 359412
CD195
(CCRS) PE/Dazzle 594 | J418F1 I1gG2b 359126
CD196
(CCR6) PC7 B-R35 IgG2a B68132

FITC fluorescein isothiocyanate, PE phycoerythrin, ECD phycoerythrin-Texas red, PC-
5 phycoerythrin cyanin, PC7 phycoerythrin cyanin7, AF488 Alexa-Fluor 488

5.5 Statistische Analyse

Neben deskriptiven  Auswertungen mit Angabe der Medianwerte und der
Interquartilsbereiche aller im peripheren Blut gemessenen Lymphozytenwerte fiir die
gesunde Kontrollgruppe und die KRK-Patienenten bzw. deren Subgruppen
(Tumorstadium I/IT versus II/IV sowie links- versus rechtsseitige Tumorlokalisation),
erfolgte eine univariate Analyse zum Vergleich der beiden Gruppen mit Hilfe des Mann-

Whitney-U-Tests fiir unverbundene Stichproben.

Desweiteren wurden univariate Unterschiede aufgrund des Geschlechts sowie (nach
logarithmischer Transformation) des Alters statistisch analysiert. Ergdnzend wurden zwei
multivariate lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt: zum einen eine Analyse fiir die
gesamte Studienkohorte (Patienten und gesunde Kontrollpersonen) unter Einbeziehung
des Tumorstadiums, des Alters und des Geschlechtes, zum anderen eine Analyse —
ausschlieflich  fiir  die  Patientengruppe @ —  unter  Einbeziehung  der
Mirkosatelliteninstabilitit und der Seitigkeit (Colon ascendenz/Colon descendenz) des

Tumors.

Ferner wurden Korrelationen nach Spearman zwischen den im peripheren Blut
zirkulierenden und Tumorgewebe-infiltrierenden Lymphozyten durchgefiihrt.

Als signifikant wurden fiir alle genannten Tests p-Werte < 0,05 gewertet. Ausgewertet
wurden die Daten mit dem Programm SPSS fiir Windows (IBM SPSS Statistics 24,
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Armonk, New York, USA) und R 4.0.2. Die Auswahl der statistischen Tests und die
entsprechende Durchfithrung wurden von Herr Tobias Arndt und Herr Stefan Schiele vom

Institut fiir Mathematik an der Universitit Augsburg unterstiitzt.

6. ERGEBNISSE

6.1 Patientencharakteristika

Insgesamt wurden 50 Patienten in die Studie eingeschlossen. Aufgrund revidierter
Diagnosen postoperativ mussten 3 Patienten retrospektive ausgeschlossen werden, so
dass final die Daten von 47 Patienten ausgewertet werden konnten. Trotz geplantem
Einschluss von ausschlielich nicht-metastasierten Patienten, stellten sich postoperativ
einige Patienten als Stadium IV heraus. Als Kontroll-Kohorte wurden 50 gesunden
Personen aufgenommen, welche aus der Blutspende-Datei des Instituts fiir
Transfusionsmedizin des Unversititsklinikums Augsburg rekrutiert wurden. Das mittlere
Alter der Patienten betrug 65 Jahre, dabei war der jiingste Patient 42 Jahre und der dlteste
84 Jahre alt, darunter 18 Frauen und 29 Ménnern wie es aus der unten angefiigten Tabelle
entnommen werden kann. Des Weiteren sind in dieser Tabelle das Tumorstadium und die
Tumorlokalisation der Patienten aufgefiihrt. Die Kontrollgruppe war insgesamt jiinger
mit einem Durschnittsalter von 43 Jahren (18 Jahre bis 81 Jahre) davon 17 Frauen und 33

Mainnern.*!

Tabelle 2: Charakteristika der Studienpatienten®

Patienten Kontrollgruppe |p-value

Parameter (n=47) (n=50)
Alter; Mittelwert (Alterspanne) | 65 (42-84) 43 (18-81) 0.00
Geschlecht

ménnlich; n (%) 29 (62) 33 (66) 0.661

weiblich; n (%) 18 (38) 17 (34)
Tumorstadium

UICC I; n (%) 11 (23)

UICC II; n (%) 18 (38)

UICC III; n (%) 13 (28)

UICC IV; n (%) 5(11)
Lokalisation des Tumors

rechts n (%) 32 (68)

links n (%) 15 (32)
Mikrosatelitteninstabilitét
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stabil n (%) 35 (74)

instabil n (%) 11(23)

Anzahl der reserzierten
Lymphknoten: Mittelwert

(Spannbreite) 35 (13-64)
Lymphknoteninfiltraion
positiv n (%) 16 (34)
negativ n(%) 31 (64)

Es konnten Patienten zu allen vier UICC-Tumorstadien eingeschlossen werden. Patienten
im UICC-Stadium IV wurden unabhdngig ihres metastasierten Stadiums operativ
versorgt. Bei 32 der eingeschlossenen Patienten war der Tumor rechtsseitig (Zokum,
Colon ascendens und Colon transversum bis zur Milzflexur) und bei 15 Patienten

linksseitig (Colon descendens und Sigma) lokalisiert.

Im Median wurden 35 Lymphknoten entnommen, dabei lagen bei 16 Patienten

Lymphknotenmetastasen vor.*

Die 31 nodal negativen Patienten wurden anhand der Lymphknotengroe weiter unterteilt
in die Kategorie LN5 sehr niedrig (0 oder 1 Lymphknoten mit einem Durchmesser von >
5 mm), LN5 niedrig (2-5 Lymphknoten > 5 mm) und LNS5 hoch (> 5 Lymphknoten > 5
mm). Dabei wurden 7 Patienten der Gruppe LNS sehr niedrig, 11 der Gruppe LNS niedrig
und 13 der Gruppe LN5 hoch zugeteilt.*

6.2 Analyse der im peripheren Blut zirkulierenden Lymphozyten

6.2.1 Vergleich der KRK-Patienten mit der gesunden Kontrollkohorte (univariate
Analyse)

In der univariaten Analyse der Lymphozytenpopulation konnte gezeigt werden, dass die
Gesamtanzahl der Lymphozyten bei den Tumorpatienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe geringer ist (1878/ul zu 1320/ul; p = 0,000). Die Anzahl der gesamten B-
Lymphozyten sowie mehrere B-Zell-Subpopulationen sind bei den Karzinompatienten
ebenfalls niedriger (206/pul zu 122/ul; p = 0,000). Das Verhalten der T-Zellen gestaltet
sich dhnlich, sowohl die CD8"-T-Zellen, als auch die CD4"-T-Zellen sind bei den
Patienten reduziert (292/ul zu 229/ul; p = 0,009 und 765/pul zu 528/ul; p=0,001). In den
Subpopulationen wurden bei den Patienten niedrigere Zahlen fiir naive und Memory-
CDS8"-T-Zellen gemessen, sowie fiir early, intermediate und exhausted zytotoxische T-

Zellen. Die Subpopulationen der CD4"-Zellen fielen auch mit




Seite |39

niedrigeren Zahlen auf vor allem die naiven, memory, central memory, regulatorischen
und die HLA-DR positiven. Die Gesamtzahl der NK-Zellen und deren Subpopulationen
liegen bei den Krebspatienten in geringerer Zahl vor (226/ul zu 122/ul; p = 0,002;
CD56"CD16™": 193/ul zu 129/ul; p = 0,002; CD564™CD16€": 15/ul zu 9/ul; p = 0,42;
CD56EMCD16%M: 15/ul zu 11/ul; p = 0,002). Abbildung 3, Tabelle 3.
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Abbildung 3: Vergleich der Lymphozyten-Untergruppen zwischen
Kolonkarzinompatienten (rot) und gesunden Kontrollpersonen
(grau). A Hauptlymphozyten-Untergruppen, B B-Zell-Untergruppen, C T-Zell-
Untergruppen, D CD4 + T-Zell-Untergruppen, E CD8 + T-Zell-Untergruppen. Weifse
Hdikchen kennzeichnen die einzelnen Datenpunkte,; Die gestrichelten Linien zeigen den
Gesamtdurchschnitt der Teilmengen. Signifikante p -Werte werden mit * fiir p < 0,05
und ** fiir p < 0,005 angezeigt

Tabelle 3: Lymphozytenuntergruppen bei gesunden Kontrollen und Patienten. Die
Zellzahlen sind als Medianwert/ul (Interquartilsbereich) angegeben. P-Werte sind fiir


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=9293872_262_2021_3127_Fig1_HTML.jpg
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die univariate Analyse zwischen der Gesamtgruppe der Krebspatienten und den

gesunden Kontrollen angegeben*!

Gesunde Kontrollen | Patienten mit p-Wert

Mediane Zellzahl Kolonkarzinom univariate

(Interquartilbereich) | Mediane Zellzahl Analyse

(n =50) (Interquartilbereich)

(n=47)

Lymphozyten insgesamt 1878 (1282-2292) 1320 (1046—1666) 0.000
CD3 +cells 1175 (806—1678) 868 (714—1190) 0.011
CD8 + cells 292 (203—493) 229 (131-344) 0.009
Naive 82 (35—-140) 36 (16—67) 0.004
Memory 118 (63—165) 82 (45-118) 0.008
CM 29 (13-55) 23 (13-50) 0.563
EM 94 (55—-143) 76 (45-112) 0.196
EMRA 51 (22-128) 45 (17-114) 0.623
Early 180 (130—295) 119 (58—169) 0.000
Intermediate 21 (12-34) 11 (6-26) 0.006
Late 51 (26—124) 58 (19-150) 0.931
Exhausted 86 (54—136) 54 (29-89) 0.002
Terminal effector 24 (12-95) 34 (11-117) 0.697
Regulatory 0(0-1) 0 (0-1) 0.277
L2 1 (0-1) 1(0-2) 0.328
HLA-DR 31 (17-61) 76 (37-141) 0.000
CD69 32 (17-89) 15 (8-25) 0.000
CD4 + cells 765 (525—-1017) 528 (400-768) 0.001
Naive 311 (173—-416) 159 (79-295) 0.002
Memory 404 (309-590) 311 (214-378) 0.000
CM 269 (157-402) 190 (124-238) 0.003
EM 143 (93—-238) 116 (78—167) 0.097
EMRA 4 (1-32) 5(2-19) 0.636
Thl 27 (14-58) 19 (10—40) 0.156
Th2 44 (30-67) 46 (32-62) 0.917
Th17 60 (35-82) 47 (33-67) 0.081
Regulatory 43 (29-60) 28 (19—-43) 0.002
I12R + 17 (8-21) 15 (8-25) 0.874
HLA-DR 39 (27-60) 52 (44-65) 0.015
CD69 12 (7-19) 13 (921) 0.274
CD3+CD56 + 45 (18-81) 43 (19-108) 0.945
Cells
NK-Zellen 226 (139-300) 150 (87—223) 0.002
CD56+CD16+ 193 (111-274) 129 (65—203) 0.002
CD56dim CD16bright 15 (11-20) 9 (7-18) 0.042
CD56bright CD16dim 15 (10—-19) 11 (8—14) 0.002
B-Zellen 206 (146—-276) 122 (69-185) 0.000
Naive 126 (90—172) 73 (37-113) 0.000
Non-class-switched 7 (5—13) 7 (3—14) 0.328
Memory
Class switched 24 (14-43) 16 (8—24) 0.001
Transitory 10 (5—-18) 2(1-4) 0.000
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| CD4/CD8 Ratio | 2.4(1.6-3.3) y 2.2 (1.8-3.3) | 0.997

|

fettgedruckte Werte kennzeichnen Lymphozyten-Untergruppen mit signifikanten
Unterschieden (p < 0,005)

6.2.1.1 Einfluss des Tumorstadiums (UICC I/IT versus UICC III/IV)

Zur weiteren Analyse unterteilten wir die Patienten hinsichtlich des Stadiums ihrer
Tumorerkrankung in zwei Gruppen. Eine Gruppe bildeten diejenigen Patienten, welche
an einer ortsstindigen Tumorerkrankung leiden (UICC I/IT) im Vergleich zu denjenigen,

welche an einer fortgeschrittenen Tumorerkrankung leiden (UICC III/IV).

Hier konnten beziiglich der Lymphozytenpopulationen im peripheren Blut Unterschiede
fir die Gruppe der Patienten im Tumorstadium UICC I/Il im Vergleich zur
Kontrollgruppe herausgearbeitet werden. Es fanden sich eine hohere Anzahl an HLA-
DR'-CD4"-Zellen bei den Patienten (55/ul vs. 39/ul; p = 0,003), die Gesamtzahl der
CDS8"-Zellen war niedriger (224/ul vs. 291/ul; p = 0,010), sowie die memory CDS8"-
Zellen (69/ul vs. 118/ul; p = 0,004), die effector memory CD8"-Zellen (67/ul vs. 93/ul;
p = 0,044) und die exhausted CD8"-Zellen (55/ul vs. 86/ul; p = 0,002), als auch die NK-
Zellen (147/ul vs. 226/ul; p = 0,003) und deren Untergruppen CD56%™CD16°&" (9/ul
vs. 15/ul; p = 0,028) und CD56*#"CD16%™ (11/ul vs. 15/ul; p = 0,003).

Im direkten Vergleich der Patienten mit fortgeschrittener Tumorerkrankung und der
gesunden Kontrolle konnte fiir all die oben genannten Lymphozytenpopulationen kein
signifikanter Unterschied beobachtet werden. Fiir die anderen Lymphozytenpopulationen
sind die signifikanten Unterschiede vergleichbar mit den Ergebnissen der gesamten

Patientenkohorte im Vergleich zu den Gesunden.

6.2.1.2 Einfluss der Lokalisation des Kolonkarzinoms (Seitigkeit)

Weiter unterteilten wir die Patienten hinsichtlich der Tumorlokalisation bezogen auf das
Hemicolon in links oder rechts. Hier zeigte die univariate Analyse eine hdhere Anzahl

der Gesamtlymphozytzahl fiir CD8"-Zellen (212/ul vs. 255/ul; p = 0,040), memory
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(67/ul vs. 97/ul; p = 0,040), effector memory (59/ul vs. 96/ul; p = 0,004), late (39/ul vs.
94/ul; p = 0,005) und terminal effector CD8"-Zellen (17/ul vs. 89/ul; p = 0,003), sowie
Thi7- (39/ul vs. 58/ul; p=0,036) und HLA-DR"-CD4"-Zellen (47/ul vs. 56/ul; p = 0,045)

bei Patienten mit Tumorlokalisation im linken Hemicolon. Tabelle 4

Tabelle 4:  Lymphozytenuntergruppen Patienten in  Abhdngigkeit der
Tumorseitigkeit"!

Kolonkarzinom- Kolonkarzinom- p-Wert

Patienten mit Patienten mit univariate

rechtsseitigem Tumor | linksseitigem Tumor Analyse

Mediane Zellzahl Mediane Zellzahl

(Interquartilsbereich) (Interquartilsbereich)

(n=32) (n=15)
Lymphozyten insgesamt | 1288 (993 — 1651) 1351 (1070 — 1952) 0.438
CD3"-Zellen 833 (713 -1121) 952 (714 — 1484) 0.171
CD8"-Zellen 212 (118 -316) 255 (181 —441) 0.040
Naive 41 (16 — 66) 33 (16 -73) 0.964
Memory 67 (37-107) 97 (55-137) 0.040
CM 23 (12 -46) 22 (15-55) 0.553
EM 59 (37 - 68) 96 (74 - 216) 0.004
EMRA 30 (16 —99) 83 (25 -165) 0.077
Early 90 (56 — 168) 135 (58 - 198) 0.424
Intermediate 10 (6 —24) 15(8-27) 0.240
Late 39 (14 -92) 94 (63 —261) 0.005
Exhausted 51 (24 -88) 64 (42 - 89) 0.326
Terminal effector 17 (8 =72) 89 (43 -207) 0.003
Regulatory 00-1) 0(0-0) 0.583
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IL2R+ 1(0-2) 1(0-1) 0.288
HLA-DR+ 58 (30— 109) 85 (59— 117) 0.065
CD69+ 13 (9 - 25) 15 (6 — 46) 0.802
CD4"-Zellen 499 (331 — 626) 590 (439 — 880) 0.096
Naive 145 (77 - 279) 231 (121-352) 0.157
Memory 272 (187 - 365) 335 (274 — 435) 0.047
CM 177 (109 — 234) 208 (162 — 250) 0.137
EM 116 (75— 151) 137 (83 — 189) 0.329
EMRA 6 (1-21) 4(2-15) 0.981
Thi 15 (10— 38) 31(17-42) 0.193
Th2 40 (21 - 58) 57 (39— 70) 0.131
Th17 39 (29— 59) 58 (41— 82) 0.036
Regulatory 32 (23 — 40) 25 (13 - 54) 0.819
2R+ 15 (8—27) 15 (8 —23) 0.749
HLA-DR+ 47 (35— 63) 56 (52 -67) 0.045
CD69+ 13(7-17) 13 (11 -22) 0.349
CD3+ CD56+ cells 37 (15-67) 44 (21 - 195) 0.254
NK-Zellen 171 (87 — 236) 142 (104 — 210) 0.732
CD56+ CD16+ 142 (57 - 214) 108 (75 — 168) 0.616
CD56dim CD16bright 9(5-20) 15 (8—18) 0.338
CD56bright CD16dim 119 15) 10 (7 - 12) 0.118
B-Zellen 125 (80— 172) 111 (59— 199) 0.819
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Naive 73 (51-113) 74 (27 - 150) 0.842
Non-class-switched 7(3-15) 6(3-11) 0.767
Memory

Class switched 17 (8 —28) 15 (7-20) 0.616
Transitory 2(1-3) 3(1-95) 0.294
CD4/CD8 Ratio 2.7(1.7-3.9) 2.1(1.8-32) 0.268

6.2.2 Einfluss des Geschlechts (univariate Analyse)

Ebenfalls untersuchten wir den Einfluss des Geschlechts auf die Lymphozytenpopulation.
Hier betrachteten wir die gesamte Studienpopulation (Patienten und gesunde
Kontrollkohorte). Wir stellten signifikante Unterschiede fiir die naiven CD4"-Zellen (p =
0,026), memory CD8"-Zellen (p = 0,022), CD56"¢"CD16%™ NK-Zellen (p = 0,034) und
fiir das Verhiltnis von CD4"/CD8"-Zellen (p = 0,000) fest. Mit hoheren Werten fiir das
weibliche Geschlecht bei den naiven CD4"-Zellen, CD56>¢"CD16%™ NK-Zellen und
dem Verhiltnis von CD4"/CD8"-Zellen und hohere Werten fiir das ménnliche Geschlecht
bei den CD8"-Zellen.

6.2.3 Einfluss des Alters (univariate Analyse)

In der Betrachtung des Einflusses des Alters auf die Lymphozytenpopulationen, pro 10
Jahre, ergaben sich ebenfalls signifikante Verdnderungen.

Insgesamt nimmt die Gesamtzahl der Lymphozyten ab (p = 0,000).

Prozentual gesehen bedeutet dies eine Abnahme der CD8*-Zellen um 13,3 Prozent (p =
0,000), bei Betrachtung der Subpopulationen fillt hier eine signifikante Abnahme um
33,4 Prozent (p = 0,000) bei den naiven Zellen, 12,4 Prozent (p = 0,009) bei den memory
Zellen, 20,9 Prozent (p = 0,000) bei den early Zellen, 10,4 Prozent (p = 0,028) bei den
intermediate Zellen, 7,9 Prozent (p = 0,039) bei den exhausted Zellen und 25,6 Prozent
(p = 0,000) bei den CD69"-Zellen auf.

Die CD4"-Zellen nehmen um 8,4 Prozent (p = 0,003) ab, hier fillt die Anzahl der naiven
Zellen um 14,8 Prozent (p = 0,000), die Anzahl der memory Zellen um 8,4 Prozent (p =
0,006), die Anzahl der CM-Zellen um 10,9 Prozent (p = 0,001).
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Auch die Anzahl der NK-Zellen nimmt ab (6,7 Prozent; p = 0,038), in dieser Population
sind vor allem die CD56"CD16"-Zellen betroffen (6,8 Prozent; p = 0,008).

Die Gesamtzahl der B-Zellen sinkt um 16,7 Prozent (p = 0,000), dies bedeutet eine

Abnahme der naiven Zellen um 19,4 Prozent (p = 0,000), der memory non-class switch

um 14,8 Prozent (p = 0,003), der memory class switch um 12,0 Prozent (p = 0,009) und

der transitionalen Zellen um 38,4 Prozent (p = 0,000).

Lediglich die Anzahl der CD8"-IL2R*-Zellen, die Anzahl der CD4"-EMRA-Zellen und

die Anzahl der CD4"-HLADR"-Zellen steigt altersabhéngig (17,0 Prozent, p = 0,035;
22,3 Prozent, p = 0,039; und 8,2 Prozent, p = 0,018). Abbildung 4, Tabelle 5*
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Lymphozyten, C naive CD8"-Lymphozyten, D early CD8"-Lymphozyten in der gesamten

Kohorte™

Tabelle 5: Univariate Analyse der altersabhdngigen Lymphozytenverdnderungen pro
zehn Jahre fiir die gesamte Kohorte (n = 97). Die Zellzahl wird als Medianwert/ul

(Interquartilsbereich) angegeben.*!

Relative
Mediane Zellzahl/pl
Zellzahlabweichung | p-Wert
(Interquartilsbereich)
pro 10 Jahre

Lymphozyten insgesamt | 1546.4 (1176.0-2055.7) -72 0.000
CD3"-Zellen 1047.5 (756.8-1497.3) - 6,9% 0.003
CDS8"-Zellen 252.3 (182.3-423.3) —13,3% 0.000
Naiv 56.1 (20.0-107.4) —33,4% 0.000
Memory 96.3 (51.2-143.9) - 12,4% 0.009

CM 25.8 (13.6-52.7) —10,6% 0.069
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EM 79.2 (48.5-135.0) - 7,0% 0.110
EMRA 50.6 (18.2-115.6) 2.4% 0.714
Early 159.5 (79.1-216.3) —20,9% 0.000
Intermediate 15.0 (8.2-30.3) —10,4% 0.028
Late 54.1 (23.5-124.5) —3,6% 0.553
Exhausted 69.5 (41.8-113.8) - 7,9% 0.039
Terminal effector 29.0 (11.6-97.6) 0.09% 0.990
HLADR + 43.2 (22.0-92.4) 11.2% 0.101
CD69 + 19.8 (11.4-53.6) —25,6% 0.000
Regulatory 0.3 (0.2-0.6) —4,8% 0.593
I12R + 0.6 (0.3-1.5) 17.0% 0.035
CD4"-Zellen 624.1 (454.7-898.8) - 8,4% 0.003
Naiv 226.8 (130.0-372.6) - 14,8 0.000
Memory 340.1 (245.4-466.6) — 8,4% 0.006
CM 220.2 (143.1-290.4) —10,9% 0.001
EM 123.9 (87.9-200.8) - 1,3% 0.724
EMRA 3.8 (1.4-24.6) 22.3% 0.039
HLADR + 47.2 (32.4-63.0) 8.2% 0.018
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CD69 + 12.6 (7.6-18.9) 3.3% 0.535
Thl 21.7 (12.448.1) - 1,1% 0.838
Th2 44.8 (31.0-62.5) 4.2% 0.261
Thl7 50.7 (34.2-75.1) -3,3% 0.387
Regulatory 35.6 (24.0-51.7) - 6,8% 0.033
I12R + 15.1 (8.4-21.7) —4,7% 0.225
CD3 + CD56 + cells 44.2 (19.0-83.2) 3.8% 0.548
NK-Zellen 182.8 (107.8-264.8) —6,7% 0.038
CD56+CD16 + 152.9 (90.1-238.1) - 6,8% 0.008
CD56dim CD16bright 13.1 (8.0-19.7) -5,1% 0.156
CD56bright CD16dim 12.2 (9.3-17.2) —6,6% 0.064
B-Zellen 162.2 (100.8-234.0) —16,7% 0.000
Naiv 99.1 (60.1-158.9) —19,4% 0.000
Memory non-class

wwitch 7.2 (3.7-13.2) —14,8% 0.003
Memoryclass switch 19.1 (9.8-31.2) —12,0% 0.009
Transitional 4.5 (1.6-10.2) —38,4% 0.000

Fett geschriebene Werte weisen auf Lymphozyten-Untergruppen mit signifikanten
Unterschieden hin (p < 0,005)
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6.3 Gewichtung von Tumorstadium, Alter und Geschlecht in der multivariaten Analyse

Auf Grund der festgestellten Unterschiede in den univariaten Analysen, gingen die
Parameter Alter, Geschlecht und das Kolonkarzinom eingeteilt in die Untergruppen

UICC-Stadium I/II oder III/IV in die multivariate Analyse ein.

6.3.1 Alter als Parameter der multivariaten Analyse

Die Gesamtzahl der T-Zellen wird signifikant (p = 0,0361) durch das Alter beeinflusst,
auch auf die Anzahl der zytotoxischen T-Zellen (p = 0,0018), die Anzahl der naiven
CD8"-Zellen (p = 0,0000), die Anzahl der CM-CD8"-Zellen (p = 0,0085), die Anzahl der
frithen CD8"-Zellen (p = 0,0000), die Anzahl der CD8'CD69"-Zellen (p = 0,0147), die
Anzahl der naiven CD4"-Zellen (p = 0,0085), die Anzahl der CM-CD4"-Zellen (p =
0,0222) und die Anzahl der EMRA CD4"-Zellen (p = 0,0346) hat das Alter in der
multivariaten Analyse einen signifikanten Einfluss. Betrachten wir die B-Zellen, so wirkt
sich auch hier das Alter signifikant auf die Anzahl aus. Die Gesamtzahl der B- Zellen
verdndert sich signifikant mit einem p —Wert = 0,0126. Die Anzahl einiger Untereinheiten
der B-Zellen werden ebenfalls durch das Alter signifikant beeinflusst, die Anzahl der
non-class switched memory B-Zellen (p = 0,0041), die transitionalen B- Zellen (p =
0,0022). Die NK-Zellen werden durch das Alter nicht signifikant beeinflusst.

6.3.2 Geschlecht als Parameter der multivariaten Analyse

Das Geschlecht {ibt einen signifikanten Einfluss auf die Anzahl der naiven CD8"-Zellen
(p =0,0299), auf die Anzahl der CD4"-T-Helferzellen (p = 0,0499), die Anzahl der naiven
CD4*-Zellen (p = 0,0036) und auf die CD56*¢"CD16%™-Zellen (p = 0,0201) aus.

Das Verhiltnis von CD4"/CD8"-Zellen wird zum einen signifikant durch das Alter (p =
0,0389) und das Geschlecht (p = 0,0014) beeinflusst.

6.3.3 Tumorstadium als Parameter der multivariaten Analyse

In der Betrachtung der Patienten beeinflusst das UICC Stadium I/II die Anzahl der naiven
CD8"-Zellen (p = 0,0021), die Anzahl der CM-CD8"-Zellen (p = 0,0303), die Anzahl der
CD4"-Gedichtniszellen (p = 0,0162), die Anzahl der CD4"-EM-Zellen (p =
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0,0406), die Anzahl der Thi7-Zellen (p = 0,0241) und die Anzahl der CD56 ' CD16"-
Zellen (p = 0,0027). Die Anzahl der exhausted CD8Zellen wird zum einem vom
Tumorstadium UICC /Il (p = 0,0116), sowie dem Tumorstadium UICC III/IV (p =
0,0478) beeinflusst. Auch auf die Anzahl der HLADR"-CD8"-Zellen wirkt sich sowohl
das Tumorstadium UICC I/II (p = 0,0022), sowie das Tumorstadium UICC III/IV (p =
0,0108) signifikant aus. Die transitionalen B-Zellen werden ebenfalls durch das
Vorhandensein eines Kolonkarzinoms beeinflusst, im UICC-Stadium I/Il mit einem p-
Wert von 0,0009 und im Stadium UICC-III/IV mit einem p-Wert von 0,0100. Die CD4"-
T-Helferzellen werden signifikant durch das Vorhandensein eines Tumorstadiums UICC
[I/IV (p = 0,0431) verandert, sowie die Anzahl der FoxP3"- CD4"-Zellen (p = 0,0463),
die Gesamtanzahl der B-Zellen (p = 0,0416) und die Anzahl der class switched memory
B-Zellen (p = 0,0244).

Tabelle 6: Multivariate Analyse der Lymphozytenuntergruppen in Bezug auf Alter,

Geschlecht und Kolonkarzinom

41

Variablen Coefficient B p-Wert

(95% CI)
Lymphozyten insgesamt age (/10 0.9554 (0.9086-1.0045) 0.0739
years) gender 1.0595 (0.9133-1.2291) 0.4413
UICC /' 0.8296 (0.6773-1.0160) 0.0704
UICC III/TV 0.8312 (0.6720-1.0281) 0.0874
CD3"-Zellen age (/10 0.9381 (0.8837-0.9958) 0.0361
(T-Lymphozyten insgesamt) | years) gender 1.1597 (0.9718-1.3838) 0.0994
UICC /11 0.9463 (0.7434-1.2046) 0.6507
UICC III/TV 0.8624 (0.6697-1.1107) 0.2484
CD8"-Zellen age (/10 0.8772 (0.8091-0.9510) 0.0018
Cytotoxic Teells years) gender 0.8770 (0.6905-1.1140) 0.2787
UICC I'1 0.9731 (0.7020-1.3488) 0.8684
UICC I'TV 0.9380 (0.6661-1.3210) 0.7113
CD8+ naive age (/10 0.5645 (0.4870-0.6542) 0.0000
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years) gender 1.6271 (1.0496-2.5224) 0.0299
UICC I/'1 2.6004 (1.4292-4.7314) 0.0021
UICC III/TV 1.8705 (0.9993-3.5013) 0.0503
CD8+ memory age (/10 0.9328 (0.8210-1.0597) 0.2814
years) gender 0.6919 (0.4743-1.0093) 0.0558
UICC I'I 0.7021 (0.4193-1.1758) 0.1764
UICC I'TV 0.8956 (0.5216-1.5377) 0.6863
CD8+ CM age (/10 0.8085 (0.6910-0.9459) 0.0085
years) gender 0.8815 (0.5530-1.4052) 0.5924
UICC /1 2.0245 (1.0712-3.8261) 0.0303
UICC I'TV 1.4537 (0.7463-2.8317) 0.2679
CD8+ EM age (/10 0.9477 (0.8433-1.0651) 0.3636
years) gender 0.7386 (0.5221-1.0448) 0.0861
UICC I/'1 0.8948 (0.5572-1.4367) 0.6420
UICC III/TV 1.1393 (0.6938-1.8709) 0.6028
CD8+ EMRA age (/10 1.0788 (0.9126-1.2752) 0.3704
years) gender 0.9468 (0.5752-1.5584) 0.8280
UICC /1 0.7359 (0.3715-1.4578) 0.3752
UICC II'TV 0.7667 (0.3767-1.5605) 0.4596
CD8+ early age (/10 0.8095 (0.7442-0.8804) 0.0000
years) gender 0.9709 (0.7571-1.2450) 0.8140
UICC /1 0.8952 (0.6375-1.2571) 0.5188
UICC I'TV 0.8445 (0.5916-1.2056) 0.3483
CD8+ intermediate age (/10 0.9463 (0.8332-1.0747) 0.3910
years) gender 1.0435(0.7161-1.5206) 0.8228
UICC /1 0.7543 (0.4511-1.2613) 0.2789
UICC II'TV 0.6300 (0.3675-1.0800) 0.0920
CDS8+ late age (/10 0.9622 (0.8189-1.1306) 0.6364
years) gender 0.6985 (0.4334-1.1257) 0.1387
UICC /1 1.1019 (0.5743-2.1142) 0.7680
UICC III/TV 1.0810 (0.5459-2.1406) 0.8213
CD8+ exhausted age (/10 1.0098 (0.9151-1.1142) 0.8450
years) gender 0.8002 (0.5980-1.0709) 0.1322
UICC I/’ 0.5971 (0.4011-0.8888) 0.0116
UICC I'TV 0.6562 (0.4324-0.9958) 0.0478
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CD8+ TE age (/10 0.9805 (0.8082-1.1895) 0.8402
years) gender 0.7055 (0.3983-1.2498) 0.2288
UICC I'11 1.2034 (0.5512-2.6273) 0.6387
UICC 1INV 1.2751 (0.5624-2.8911) 0.5569
CD8+ CD69+ age (/10 0.8336 (0.7208-0.9640) 0.0147
years) gender 0.6584 (0.4282-1.0125) 0.0568
UICC /11 0.5580 (0.3101-1.0041) 0.0516
UICC I'TV 0.5809 (0.3137-1.0755) 0.0832
CD8+ HLADR age (/10 0.9437 (0.8056-1.1056) 0.4693
years) gender 0.9315 (0.5832-1.4880) 0.7643
UICC /11 2.7608 (1.4565-5.2330) 0.0022
UICC 'V 2.4073 (1.2313-4.7066) 0.0108
CD8+ I12R+ age (/10 1.1865 (0.9794-1.4373) 0.0799
years) gender 1.0340 (0.5862-1.8239) 0.9071
UICC 'l 0.8395 (0.3868-1.8221) 0.6550
UICC I'TV 1.1364 (0.5043-2.5607) 0.7553
CD8+ FoxP3+ age (/10 1.1005 (0.8705-1.3913) 0.4192
years) gender 0.7087 (0.3541-1.4185) 0.3270
UICC /11 0.4188 (0.1624-1.0801) 0.0713
UICC I'TV 0.6019 (0.2229-1.6252) 0.3127
CD4"-Zellen age (/10 0.9436 (0.8793-1.0126) 0.1055
T helper cells years) gender 1.2324 (1.0001-1.5186) 0.0499
UICC 'l 0.8306 (0.6245-1.1047) 0.1994
UICC III/TV 0.7343 (0.5446-0.9902) 0.0431
CD4+ naive age (/10 0.8674 (0.7809-0.9635) 0.0085
years) gender 1.5997 (1.1707-2.1858) 0.0036
UICC /11 0.8376 (0.5469-1.2827) 0.4109
UICC I'TV 0.7372 (0.4717-1.1520) 0.1782
CD4+ memory age (/10 0.9768 (0.9020-1.0578) 0.5602
years) gender 0.9937 (0.7850-1.2578) 0.9576
UICC I/'11 0.6725 (0.4874-0.9278) 0.0162
UICC I'TV 0.7226 (0.5157-1.0126) 0.0590
CD4+ CM age (/10 0.8995 (0.8217-0.9846) 0.0222
years) gender 1.1543 (0.8828-1.5092) 0.2905
UICC /'l 0.9060 (0.6253-1.3128) 0.5983
UICC I'TV 0.9341 (0.6369-1.3701) 0.7246
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CD4+ EM age (/10 1.0530 (0.9562-1.1596) 0.2901
years) gender 0.9724 (0.7288-1.2973) 0.8473
UICC I'11 0.6655 (0.4508-0.9824) 0.0406
UICC III/TV 0.7543 (0.4968-1.1452) 0.1831
CD4+ EMRA age (/10 1.3075 (1.0200-1.6760) 0.0346
years) gender 1.0415 (0.4971-2.1820) 0.9132
UICC /'l 0.8115 (0.2942-2.2382) 0.6835
UICC I'TV 0.4089 (0.1424-1.1740) 0.0956
CD4+CD69+ age (/10 0.9547 (0.8454-1.0782) 0.4513
years) gender 1.4116 (0.9848-2.0233) 0.0603
UICC /11 1.5689 (0.9597-2.5650) 0.0721
UICC III/TV 1.1643 (0.6954-1.9494) 0.5591
CD4+HLADR age (/10 1.0384 (0.9549-1.1293) 0.3739
years) gender 1.0616 (0.8283-1.3605) 0.6335
UICC 'l 1.3538 (0.9648-1.8997) 0.0791
UICC I'TV 1.0269 (0.7199-1.4648) 0.8823
THC 1 age (/10 1.0460 (0.9056-1.2083) 0.5368
years) gender 1.1521 (0.7519-1.7652) 0.5116
UICC 'l 0.6887 (0.3820-1.2416) 0.2119
UICC I'TV 0.7069 (0.3839-1.3019) 0.2622
THC 2 age (/10 1.0779 (0.9810-1.1843) 0.1170
years) gender 1.1031 (0.8348-1.4575) 0.4861
UICC 'l 0.7967 (0.5422-1.1706) 0.2437
UICC III/TV 0.8038 (0.5395-1.1976) 0.2793
THC 17 age (/10 1.0321 (0.9353-1.1388) 0.5256
years) gender 1.1551 (0.8633-1.5455) 0.3280
UICC I/'11 0.6285 (0.4204-0.9398) 0.0241
UICC I'TV 0.7402 (0.4879-1.1229) 0.1550
CD4+ 112R+ age (/10 0.9283 (0.8380-1.0283) 0.1519
years) gender 0.8775 (0.6483-1.1878) 0.3936
UICC I/'11 1.2327 (0.8154-1.8637) 0.3174
UICC I'TV 1.1301 (0.7327-1.7432) 0.5763
CD4+ FoxP3+ age (/10 0.9926 (0.9144-1.0776) 0.8586
years) gender 0.8496 (0.6663-1.0833) 0.1861
UICC /'l 0.7244 (0.5199-1.0095) 0.0568
UICC I'TV 0.7020 (0.4957-0.9941) 0.0463
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CD3+ CD56+ age (/10 1.0380 (0.8817-1.2220) 0.6511
years) gender 1.1354 (0.7005-1.8404) 0.6027
UICC I'11 0.9746 (0.5040-1.8846) 0.9384
UICC III/TV 0.9660 (0.4838-1.9285) 0.9210
B-Zellen age (/10 0.8821 (0.7997-0.9728) 0.0126
(CD19+) years) gender 1.1042 (0.8264-1.4756) 0.4986
UICC /11 0.7166 (0.4823-1.0646) 0.0979
UICC I'TV 0.6494 (0.4288-0.9834) 0.0416
Naive B cells age (/10 0.8368 (0.7472-0.9372) 0.0024
years) gender 1.1258 (0.8044-1.5755) 0.4856
UICC /11 0.7983 (0.5025-1.2682) 0.3362
UICC III/TV 0.7333 (0.4559-1.1796) 0.1982
Non-class switched memory | age (/10 0.8142 (0.7086-0.9354) 0.0041
B cells years) gender 1.0611 (0.7036-1.6002) 0.7749
UICC 'l 1.3573 (0.7746-2.3784) 0.2823
UICC I'TV 1.1106 (0.6168-1.9998) 0.7239
Class switched memory B age (/10 0.9466 (0.8399-1.0669) 0.3645
cells years) gender 1.3656 (0.9585-1.9455) 0.0837
UICC /11 0.6246 (0.3852-1.0127) 0.0562
UICC I'TV 0.5577 (0.3360-0.9256) 0.0244
Transitional B cells age (/10 0.7538 (0.6306-0.9012) 0.0022
years) gender 0.9858 (0.5812-1.6721) 0.9573
UICC 'l 0.2864 (0.1392-0.5892) 0.0009
UICC III/TV 0.3673 (0.1724-0.7825) 0.0100
NK-Zellen age (/10 1.0058 (0.9264-1.0920) 0.8897
years) gender 0.8522 (0.6681-1.0871) 0.1953
UICC /11 0.6263 (0.4492-0.8732) 0.0063
UICC I'TV 0.7935 (0.5600-1.1243) 0.1906
CD56+ CD16+ age (/10 1.0283 (0.9371-1.1284) 0.5526
years) gender 0.7854 (0.5967-1.0339) 0.0843
UICC I/'11 0.5589 (0.3840-0.8134) 0.0027
UICC I'TV 0.6955 (0.4692-1.0308) 0.0700
CD56brightCD16dim age (/10 0.9538 (0.8958-1.0155) 0.1372
years) gender 1.2473 (1.0360-1.5016) 0.0201
UICC /'l 0.8271 (0.6420-1.0656) 0.1402
UICC I'TV 0.8771 (0.6725-1.1440) 0.3295
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CD56dim CD16bright age (/10 1.0058 (0.9076-1.1147) 0.9107
years) gender 0.7646 (0.5641-1.0363) 0.0829
UICC /11 0.6849 (0.4522-1.0374) 0.0735
UICC III/TV 0.8744 (0.5658-1.3513) 0.5417
CD4/CD8 ratio age (/10 1.0754 (1.0038-1.1521) 0.0389
years) gender 1.4031 (1.1443-1.7204) 0.0014
UICC /'l 0.8543 (0.6467-1.1286) 0.2644
UICC III/TV 0.7838 (0.5854-1.0495) 0.1008

Fett geschriebene Werte weisen auf Lymphozyten-Untergruppen mit signifikanten
Unterschieden hin (p < 0,005)

[ age/10a [l sex [[] viccian [ viccimav

. B Cc
main lymphopcyte subsets B cell subsets T cell subsets
2 150% ) g
£ 100% £ £ 100%
2 2 100% &
<<} q [+1] o
g o e 50% g
R0 ® ® ¢
- Wi : {+ w c 0% J# s #‘H’
!:.’o -50%| go 50% @ -50% 2
o b m
5 -100% 5 -100% G -100%
o \ g oy 5 & o pe g *
Q’é” «g\ Qf'é 2 {;_\é g e&o\ 06‘0 & (9% é)ojb
= O\\"-‘ (—)\\\ ‘76\
$ t\(/ (&
D
CD4+ T cell subsets
2
2
@ 100%
e
®
ks B Rl "t
&
&
G -100%
S * \g ¥ & o
& Q_O 45‘\0 ’\b\\\o 0&& \y- (,Qb .qo N /\\\ \’bo (JOq')
N & O QQ‘
D ¢
& &
& &~
E
CD8+ T cell subsets
%]
R
? 300%
@ 200%
2
= 100%
c
‘s 0% # 4~H+ -PH* $A-l-
: artfh '*!I!
& -100% -
& & & & o g;‘ & 9 )
& & < & k@z &@‘ \é* ~z~\>\ (9 & <9
(\\(b & 5 \o"& e @.\@ B\
& é@ &

Abbildung 5: Einfluss von Alter, Geschlecht und Kolonkarzinom auf Lymphozyten-
Untergruppen, berechnet in der multivariater Analyse. A-Haupt-Lymphozyten-
Untergruppen, B-B-Zell-Untergruppen, C-T-Zell-Untergruppen, D-CD4"-T-Zell-
Untergruppen, E-CDS8"-T-Zell-Untergruppen*!
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6.4 Gewichtungen von Tumorlokalisation (Seitigkeit) und Mikrosatelitten(in)stabilitit

in der multivariaten Analyse

Ergidnzend erfolgte eine zweite multivariate Analyse unter Einbeziehung der Faktoren

Seitigkeit und Mikrosatelitten-Status.

Die Tumorlokalisation im linken Hemikolon fithrt zu hoheren Werten der gesamten
zytotoxischen T-Zellen, der effector memory CD8"-Zellen und der late CD8"-Zellen,
sowie der HLADR'-T-Helferzellen.

In der Betrachtung des Mikrosatelitten(in)stabilitdt ergab sich kein Einfluss auf die
Anzahl der Lymphozyten und deren Subpopulationen, abgesehen von den effector

memory CD8-Zellen. Diese zeigten bei den Kolonkarzinompatienten hdhere Werte.*!

Tabelle 7 — Multivariate Analyse von Lymphozytenuntergruppen in Bezug auf MSI,

Seitigkeit und Kolonkarzinom

41

Variablen Coefficients B (95% CI) p
Lymphozyten insgesamt | age (/10 years) 0.9414 (0.8503-1.0423) 0.2375
gender (female) 1.0060 (0.8000-1.2651) 0.9579
UICC TV 0.9694 (0.7581-1.2396) 0.7993
Sidedness (left) 1.0704 (0.8374-1.3683) 0.5780
MSI status (stable) 1.0810 (0.8101-1.4426) 0.5878
CD3"-Zellen age (/10 years) 0.9384 (0.8308-1.0600) 0.2977
gender (female) 1.1597 (0.8045-1.3922) 0.6781
UICC IV 0.8989 (0.6698-1.2064) 0.4678
Sidedness (left) 0.8624 (0.9084-1.6347) 0.1811
MSI status (stable) 0.9928 (0.7030-1.4022) 0.9666
CD8"-Zellen age (/10 years) 0.8968 (0.7498-1.0727) 0.2258
gender (female) 0.9257 (0.6187-1.3850) 0.7003
Cytotoxic Tcells UICC IV 0.9359 (0.6074-1.4420) 0.7580
Sidedness (left) 1.5965 (1.0368-2.4582) 0.0344
MSI status (stable) 0.7857(0.4731-1.3048 0.3419
CD8+ naive age (/10 years) 0.6076 (0.4968-0.7430) 0.0000
gender (female) 1.4957 (0.9510-2.3523) 0.0798
UICC "IV 0.7256 (0.4464-1.1795) 0.1893
Sidedness (left) 0.9761 (0.6009-1.5854) 0.9200
MSI status (stable) 1.2412(0.7019-2.1949) 0.4476
CD8+ memory age (/10 years) 0.9848 (0.7522-1.2894) 0.9090
gender (female) 0.5059 (0.2759-0.9277) 0.0286
UICC II/TV 1.4965 (0.7807-2.8683) 0.2174
Sidedness (left) 1.7976 (0.9388-3.4419) 0.0755
MSI status (stable) 0.5305 (0.2473-1.1381) 0.1009
CD8+CM age (/10 years) 0.9314 (0.7008-1.2378) 0.6157
gender (female) 0.6767 (0.3568-1.2833) 0.2243
UICC II/TV 0.7213 (0.3630-1.4332) 0.3415
Sidedness (left) 1.1664 (0.5877-2.3153) 0.6520
MSI status (stable) 1.1704 (0.5229-2.61959 0.6949
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CD8+EM age (/10 years) 1.0182 (0.8281-1.2518) 0.8610
gender (female) 0.6698 (0.4208-1.0661) 0.0890
UICC III/IV 1.4698 (0.8926-2.4204) 0.1263
Sidedness (left) 2.1366 (1.2986-3.5156) 0.0038
MSI status (stable) 0.4746 (0.2644-0.8521) 0.0139
CD8+ EMRA age (/10 years) 0.9515 (0.6314-0.9201) 0.7720
gender (female) 1.1220(0.5156-2.4412) 0.7659
UICC II/TV 0.8593 (0.3683-2.0049) 0.7189
Sidedness (left) 2.0924 (0.8954-4.8895) 0.0862
MSI status (stable) 0.8066 (0.3026-2.1498) 0.6595
CD8+ early age ( /10 years) 0.7622 (0.7442-0.8804) 0.0059
gender (female) 0.9058 (0.5929-1.3836) 0.6390
UICC II/TV 0.8726 (0.5539-1.3748) 0.5476
Sidedness (left) 1.1060 (0.7025-1.7413) 0.6556
MSI status (stable) 1.1106 (0.6515-1.8931) 0.6929
CD8+ intermediate age (/10 years) 1.0437 (0.7835-1.3903) 0.7645
gender (female) 0.9222 (0.4837-1.7582) 0.8008
UICC II/TV 0.9351 (0.4679-1.8688) 0.8455
Sidedness (left) 1.5683 (0.7856-3.1307) 0.1954
MSI status (stable) 0.6500 (0.2885-1.4646) 0.2898
CD8+ late age (/10 years) 1.0536 (0.7644-1.4523) 0.7435
gender (female) 1.1601 (0.5634-2.3886) 0.6795
UICC II/IV 0.9207 (0.4242-1.9982) 0.8302
Sidedness (left) 2.9727 (1.3714-6.4438) 0.0070
MSI status (stable) 0.6706 (0.2702-1.6646) 0.3792
CD8+ exhausted age (/10 years) 1.0129 (0.8206-1.2504) 0.9023
gender (female) 0.7850 (0.4887-1.2610) 0.3078
UICC III/TV 1.2072 (0.7260-2.0073) 0.4582
Sidedness (left) 1.1995 (0.7219-1.9929) 0.4728
MSI status (stable) 0.8168 (0.4498-1.4833) 0.4965
CD8+ TE age (/10 years) 1.0472 (0.7202-1.5227) 0.8044
gender (female) 1.1200 (0.4823-2.6007) 0.7869
UICC III/TV 0.9444 (0.3824-2.3320) 0.8987
Sidedness (left) 4.1628 (1.6882-10.2645) 0.0028
MSI status (stable) 0.5749 (0.1991-1.6603) 0.2973
CD8+ CD69+ age ( /10 years) 0.8062 (0.6144-1.0578) 0.1167
gender (female) 0.8807 (0.4779-1.6228) 0.6762
UICC III/TV 1.1732 (0.6089-2.2604) 0.6248
Sidedness (left) 0.9955 (0.5172-1.9161) 0.9890
MSI status (stable) 0.9072 (0.4203-1.9584) 0.7993
CD8+ HLADR age (/10 years) 1.1098 (0.8524-1.4450) 0.4290
gender (female) 1.0059 (0.5554-1.8216) 0.9842
UICC III/TV 1.0632 (0.5622-2.0105) 0.8468
Sidedness (left) 2.2533(1.1927-4.2569) 0.0137
MSI status (stable) 0.4767 (0.2257-1.0067) 0.0520
CDS8+I12R+ age (/10 years) 1.2672 (0.8883-1.8076) 0.1851
gender (female) 1.1697 (0.5260-2.6015) 0.6935
UICC II/IV 1.3546 (0.5746-3.1935) 0.4781
Sidedness (left) 0.6594 (0.2801-1.5525) 0.3311
MSI status (stable) 0.9920(0.3627-2.7134) 0.9872
CD8+ FoxP3+ age ( /10 years) 1.3011 (0.8064-2.0995) 0.2724
gender (female) 1.0433 (0.3555-3.0620) 0.9369
UICC II/TV 1.7968 (0.5660-5.7045) 0.3110
Sidedness (left) 0.8223 (0.2595-2.6060) 0.7333
MSI status (stable) 0.6644 (0.1713-2.5769) 0.5451
CD4"-Zellen age (/10 years) 0.9118(0.7833-1.0615) 0.2724
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gender (female) 1.1138(0.7912-1.5680) 0.9369
T helper cells UICC 1I/TV 0.8420 (0.5834-1.2153) 0.3110
Sidedness (left) 1.3862 (0.9610-1.9995) 0.7333
MSI status (stable) 0.9931 (0.6457-1.5274) 0.5451
CD4+ naive age (/10 years) 0.8640 (0.6716-1.1115) 0.2475
gender (female) 1.4557 (0.8258-2.5659) 0.1879
UICC III/TV 0.8420 (0.4583-1.5469) 0.5704
Sidedness (left) 1.6344 (0.8905-2.9996) 0.1097
MSI status (stable) 0.9848 (0.4824-2.0102) 0.9655
CD4+ memory age (/10 years) 0.9500 (0.8037-1.1229) 0.5384
gender (female) 0.7861 (0.5395-1.1453) 0.2032
UICC III/TV 1.0891 (0.7273-1.6309) 0.6711
Sidedness (left) 1.4299 (0.9555-2.1398) 0.0805
MSI status (stable) 0.8159 (0.5080-1.3103) 0.3900
CD4+CM age (/10 years) 0.9619 (0.8286-1.1167) 0.6013
gender (female) 0.9236 (0.6594-1.2937) 0.6357
UICC III/TV 1.0497 (0.7346-1.5000) 0.7845
Sidedness (left) 1.2848 (0.8990-1.8361) 0.1634
MSI status (stable) 1.0597 (0.6917-1.6234) 0.7847
CD4+EM age (/10 years) 0.9647 (0.7870-1.1825) 0.7223
gender (female) 0.8444 (0.5323-1.3396) 0.4621
UICC III/TV 1.2265(0.7463-2.0158) 0.4101
Sidedness (left) 1.1579 (0.7004-1.9145) 0.5579
MSI status (stable) 0.6279 (0.3564-1.1062) 0.1043
CD4+ EMRA age (/10 years) 0.9578 (0.5952-1.5411) 0.8552
gender (female) 1.5371 (0.5263-4.4889) 0.4216
UICC II/TV 0.3838 (0.1193-1.2340) 0.1051
Sidedness (left) 1.2696 (0.3940-4.0911) 0.6818
MSI status (stable) 0.9875(0.2557-3.8146) 0.9851
CD4+CD69+ age (/10 years) 0.9056 (0.7438-1.1025) 0.3141
gender (female) 1.3605 (0.8738-2.1185) 0.1674
UICC I/TV 0.7307 (0.4543-1.1751) 0.1892
Sidedness (left) 1.4130(0.8792-2.2707) 0.1484
MSI status (stable) 0.8155(0.4670-1.4241) 0.4636
CD4+HLADR age (/10 years) 1.0737 (0.9234-1.2486) 0.3458
gender (female) 1.0263 (0.7309-1.4411) 0.8778
UICC II/TV 0.7419 (0.5154-1.0680) 0.1054
Sidedness (left) 1.5496 (1.0772-2.2292) 0.0195
MSI status (stable) 0.8391 (0.5473-1.2865) 04111
THC 1 age (/10 years) 0.9737(0.7107-1.3341) 0.8649
gender (female) 1.2380 (0.6044-2.5358) 0.5499
UICC III/TV 0.9451 (0.4419-2.0214) 0.8812
Sidedness (left) 1.5492 (0.7245-3.3124) 0.2507
MSI status (stable) 0.7784 (0.3114-1.9458) 0.5829
THC 2 age (/10 years) 0.9739 (0.7906-1.1998) 0.7990
gender (female) 0.9466 (0.5888-1.5219) 0.8161
UICC III/TV 0.8628 (0.5215-1.4275) 0.5562
Sidedness (left) 1.3279 (0.8028-2.1966) 0.2609
MSI status (stable) 1.4066 (0.7668-2.5804) 0.2619
THC 17 age ( /10 years) 0.9266 (0.7408-1.1590) 0.4942
gender (female) 1.1329 (0.6806-1.8857) 0.6228
UICC III/TV 0.9407 (0.5481-1.6148) 0.8200
Sidedness (left) 1.4598 (0.8506-2.5053) 0.1642
MSI status (stable) 1.6395 (0.8549-3.1440) 0.1324
CD4+112R+ age (/10 years) 1.1919 (0.9512-1.4934) 0.1234
gender (female) 0.9076 (0.5464-1.5077) 0.7013
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UICC III/TV 1.0756 (0.6240-1.8541) 0.7880
Sidedness (left) 0.8848 (0.5137-1.5239) 0.6511
MSI status (stable) 0.9904 (0.5228-1.8761) 0.9757
CD4+ FoxP3+ age (/10 years) 0.9389 (0.7607-1.1589) 0.5482
gender (female) 0.8338(0.5192-1.3390) 0.4420
UICC I/TV 0.9423 (0.5669-1.5665) 0.8142
Sidedness (left) 0.9692 (0.5835-1.6099) 0.9014
MSI status (stable) 1.0844 (0.5974-1.9687) 0.7846
CD3+ CD56+ age ( /10 years) 0.8972 (0.6464-1.2453) 0.5069
gender (female) 0.9553 (0.4568-1.9980) 0.9008
UICC II/TV 0.9181 (0.4160-2.0264) 0.8282
Sidedness (left) 1.4822 (0.6724-3.2674) 0.3199
MSI status (stable) 0.8692 (0.3433-2.2006) 0.7617
B-Zellen age (/10 years) 0.7130 (0.5696-0.8925) 0.0042
gender (female) 0.8915(0.5378-1.4777) 0.6480
(CD19+) UICC III/TV 0.8170(0.4751-1.4051) 0.4552
Sidedness (left) 0.9412 (0.5477-1.6173) 0.8220
MSI status (stable) 1.1092 (0.5871-2.0956) 0.7434
Naive B cells age (/10 years) 0.6781 (0.5171-0.8894) 0.0062
gender (female) 0.8176 (0.4439-1.5060) 0.5084
UICC II/TV 0.8721 (0.4562-1.6669) 0.6710
Sidedness (left) 0.9408 (0.4939-1.7921) 0.8488
MSI status (stable) 1.0251 (0.4766-2.2050) 0.9480
Non-class switched age (/10 years) 0.6394 (0.4566-0.8955) 0.0106
memory B cells gender (female) 0.7851 (0.3680-1.6753) 0.5221
UICC I/TV 0.8550(0.3791-1.9280) 0.6986
Sidedness (left) 0.8095 (0.3595-1.8231) 0.6013
MSI status (stable) 0.7641 (0.2943-1.9838) 0.5714
Class switched memory | age ( /10 years) 0.7252 (0.5764-0.9126) 0.0074
B cells gender (female) 1.3394 (0.7986-2.2463) 0.2597
UICC I/TV 0.7316 (0.4201-1.2742) 0.2613
Sidedness (left) 0.9677 (0.5561-1.6838) 0.9051
MSI status (stable) 1.2185 (0.6355-2.3362) 0.5425
Transitional B cells age (/10 years) 0.5680 (0.3969-0.8128) 0.0028
gender (female) 0.5341 (0.2384-1.1966) 0.1238
UICC III/TV 1.0360 (0.4360-2.4616) 0.9346
Sidedness (left) 1.0086 (0.4250-2.3932) 0.9842
MSI status (stable) 1.6438 (0.5955-4.5378) 0.3280
NK-Zellen age ( /10 years) 1.1433 (0.9565-1.3665) 0.1369
gender (female) 0.8343 (0.5585-1.2463) 0.3665
UICC III/TV 1.3358 (0.8684-2.0548) 0.1815
Sidedness (left) 0.8023 (0.5219-1.2333) 0.3063
MSI status (stable) 1.2580(0.7590-2.0851) 0.363
CD56+CDl16+ age (/10 years) 1.1520(0.9443-1.4054) 0.1577
gender (female) 0.7951 (0.5083-1.2436) 0.3059
UICC II/TV 1.3233 (0.8189-2.1385) 0.2447
Sidedness (left) 0.7645 (0.4735-1.2345) 0.2638
MSI status (stable) 1.3748 (0.7829-2.4144) 0.2596
CD56bright CD16dim age (/10 years) 1.0638 (0.9445-1.1981) 0.2991
gender (female) 1.3113(1.0035-1.7136) 0.0472
UICC I/TV 1.1533 (0.8655-1.5367) 0.3210
Sidedness (left) 0.8383 (0.6294-1.1165) 0.2204
MSI status (stable) 1.0355(0.7394-1.4502) 0.8350
CD56dim CD16bright age (/10 years) 1.2356 (0.9985-1.5291) 0.0516
gender (female) 0.8017 (0.4963-1.2950) 0.3566
UICC I/TV 1.5735 (0.9405-2.6323) 0.0825
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Sidedness (left) 1.2124 (0.7253-2.0267) 0.4525

MSI status (stable) 0.8274 (0.4524-1.5133) 0.5291

CD4/CDS ratio age (/10 years) 1.0166 (0.8659-1.1935) 0.8365
gender (female) 1.2019 (0.8377-1.7245) 0.3090

UICC IV 0.9003 (0.6112-1.3263) 0.5864

Sidedness (left) 0.8683 (0.5898-1.2783) 0.4644

MSI status (stable) 1.2624 (0.8013-1.9887) 0.3059

Fett geschriebene Werte weisen auf Lymphozyten-Untergruppen mit signifikanten
Unterschieden hin (p < 0,005)

6.5 Korrelation von gewebsstindigen und im peripheren Blut zirkulierenden

Lymphozyten

In unseren Untersuchungen konnten wir eine positive Korrelation zwischen
tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) und den Lymphozyten im peripheren Blut (PB-
Lymphozyten) und der Anzahl und Gréf3e der den Tumor umgebenden Lymphknoten bei
nodal-negativen und dem Verhiltnis von Metastasen-zur- Lymphknotengrof3e bei nodal-
positiven Patienten herausarbeiten.

Insgesamt wurde fiir die gesamten, sich im peripheren Blut befindenden, Lymphozyten,
die CD8"-Zellen und fiir einige ihrer Untergruppen eine positive Korrelation mit den TILs

gefunden.

6.5.1 Vergleich von nodal negativen und nodal positiven Patienten

Die Anzahl der tumorinfiltrierenden Lymphozyten, CD3"- und CD8"-Lymphozyten fiel
bei nodal negativen Patienten sowohl im TC als auch in der IF hoher aus. Als signifikant
zu betrachten sind hier die Unterschiede bei den CD8"-Zellen in der IF (621/mm? vs.
351/mm?; p = 0,041). Bei der Analyse der zirkulierenden Lymphozytengruppen ergab
sich kein Unterschied fiir die B-Zellen, T-Zellen, NK- Zellen und alle ihre untersuchten

Untergruppen.*
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Abbildung 6: Medianwerte tumorinfiltrierender Lymphozyten bei (A) nodal-negativen vs.

nodal-positiven Patienten, (B) nach der LN5-Kategorie, (C) nach der MSR- Kategorie,

(D) Patienten mit einer niedrigen (LN5 sehr niedrigen und MSR0) oder hohen (LN5

niedrig und hoch und MSR1) Lymphknotenimmunaktivierung und (E) bei Patienten mit

oder ohne Mikrosatelliteninstabilitit. TILs: tumorinfiltrierende Lymphozyten, TC:

Tumorzentrum; IF:

MSI:mikrosatelliteninstabil.

gekennzeichnet.”

Front. MSS:
Signifikante p-Werte sind fiir p < 0,05 mit

mikrosatelittenstabil;
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6.5.2 Vergleich der nodal negativen Patienten nach Einteilung hinsichtlich der

Lymphknotengrof3e

Die 31 nodal negativen Patienten wurden in die vorher beschriebenen Kategorien LN5
eingeteilt. Sieben der Patienten wurden in die Kategorie LN5-sehr niedrig, das heif3t 0-1
Lymphknoten mit einem Durchmesser von > 5 mm, 11 der Patienten wurden der
Kategorie LN5-niedrig (2-5 Lymphknoten > 5 mm) und die restlichen Patienten wurden
der Kategorie LN5-hoch (> 5 Lymphknoten > 5 mm) zugeteilt. Im Vergleich der TILs
zwischen diesen drei LN5-Gruppen ergaben sich fiir alle vier Kategorien hohere Werte
fiir LN5-niedrige-Patienten im Vergleich zu LN5-sehr niedrige-Patienten, fiir CD8"-
Zellen im TC und fiir CD3"- und CD8"-Zellen in der IF zwischen LN5-sehr niedrige und
LN5-hoch-Patienten (Abbildung 6B). Allerdings ist lediglich der Unterschied zwischen
den Kategorien LN5-sehr niedrig- und LN5-niedrigen- Patienten hinsichtlich der Anzahl
der CD8"-Zellen im Tumorzentrum statistisch signifikant. Bei Betrachtung der im
peripheren Blut zirkulierenden Lymphozyten wurde in der Gruppe der LNS5-sehr
niedrigen-Patienten im Vergleich zu den LN5-hohen-Patienten niedrigere Werte in der
Gesamtzahl der B-Zellen (82/ul vs. 127/ul; p=0,037) und ihrer Untergruppen der naiven-
(51/ul vs. 92/ul-, p=0,036), der memory- (2/ul vs. 8/ul; p=0,019) und der class- switched
B-Zellen (7/ul vs. 17/ul; p=0,024) festgestellt. Weiterhin konnte ein signifikanter
Unterschied der inhibitorischen CD4"-Zellen, représentiert durch die regulatorischen
IL2R-CD4*-Zellen (18/ pl vs. 15/ ul; p=0,027) zwischen den Gruppen der LN5-sehr
niedrigen- und der LN5-niedrigen-Patienten gefunden werden. Patienten mit niedrigen
LN5-Werten zeigten im Vergleich zu Patienten mit sehr niedrigen LN5- Werten hohere
Werte bei den Effektor-Gedichtnis-CD4"-Zellen (145/ ul vs. 95/ ul; p= 0,044) und
CD69*-CD4*-Zellen (15/ pl vs. 11/ pul; p=0,008).%

6.5.3 Vergleich der nodal-positiven Patienten in Abhidngigkeit des Verhiltnisses aus
Metastasengrof3e und Lymphknotengrof3e

Die 16 Patienten mit positivem Lymphknotenbefall wurden anhand ihres Verhiltnisses
von Metastasengrofle zu LymphknotengroBBe (MSR) in zwei Gruppen eingeteilt. Dabei
wurden Fille mit hohem Metastasenanteil im Vergleich zur gesamten Lymphknotengrof3e
als MSRO (n=10), Félle mit einer geringeren relativen Metastasengrof3e als MSR1 (n=6)
eingestuft. In der Betrachtung der TILs in der MSR1- Gruppe waren sowohl die Werte
fiir CD8"-Zellen im TC (249/mm? vs. 168/mm?; p=0,147), als auch die Werte fiir
CD3"-Zellen in der IF (1259/mm? vs. 867/mm?
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p=0,220) und die Werte fiir CD8"-Zellen in der IF (538/mm? vs. 302/mm?; p=0,428) hoher
(Abbildung 6C). Die Unterschiede sind allerdings nicht statistisch signifikant.
Signifikante Unterschiede ergaben sich im Vergleich der im peripheren Blut
zirkulierenden Lymphozyten. Dabei ergaben sich héhere Werte in der MSR1-Gruppe fiir
die Gesamtzahl der Lymphozyten (1268/ul vs. 1711/ pl; p=0,031), CD3"-Zellen (768/ul
vs. 1183/ul; p=0,022), HLADR" CD4-Zellen (35/ul vs. 67/ul; p=0,005), CD8"- Zellen
(195/ul vs. 402/ul; p=0,031) und deren Untergruppen der CD8"- Gedichtniszellen (63/ul
vs. 158/ul; p=0. 003), zentralen Gedichtnis-CD8"-Zellen (18/ul vs. 45/ul, p=0,016),
effektor-Gedéchtnis-CD8"-Zellen (69/ul vs. 182/ul; p=0,031), EMRA-CD8"-Zellen
(31/ul vs. 164/ul; p=0,031), intermedidren CD8"-Zellen (5/ul vs. 38/ul; p=0,007), late
CDS8"-Zellen (34/ul vs. 220/ul; p=0,031), exhausted CD8"-Zellen (47/ul vs. 126/ul;
p=0,022) und HLADR"-CD8"-Zellen (38/ul vs. 154/ul; p=0,042).%

6.5.4 Kombinierte Betrachtung der LN5- und MSR-Kategorie zur Unterteilung der

Patienten mit hoher und niedriger Immunantwort

Weiterhin versuchten wir Patienten mit einer schwécheren nodalen Immunantwort von
denjenigen mit einer stirkeren nodalen Immunantwort zu unterscheiden. Hierfiir
erstellten wir zwei Gruppen der Patienten hinsichtlich der LN5- und MSR-Kategorie.
Dabei werden die Patienten mit einer schwachen nodalen Immunantwort durch die
Kategorie LNS5-sehr niedrig und MSRO (LN5/MSRO) reprisentiert und Patienten mit
einer stirkeren nodalen Immunantwort entsprechend mit der Kategorie LN5-niedrig,
LN5-hoch und MSR1 (LN5/MSR1). Patienten mit einer stirkeren nodalen Immunantwort
weisen signifikant hohere Werte von TILs fiir CD8"-Zellen im TC (167/mm? vs.
328/mm?; p=0,002) und CD3"-Zellen in der IF (895/mm? vs. 1340/mm?; p=0,009) auf
(Abbildung 6D). Dariiber hinaus wurden signifikant hohere Werte der zirkulierenden
Gesamtlymphozyten (1386/ul vs. 1070/ul; p=0,046), class switched B- Zellen (19/ul vs.
8/ul; p=0. 011), T-Lymphozyten insgesamt (955/ul vs. 718/ul; p=0,015), CD69"CD4"-
Zellen (16/ul vs. 11/ul; p=0,010), CD8"-Zellen insgesamt (260/ul vs. 184/ul; p=0,027),
EMRA-CDS8"-Zellen (76/ul vs. 25/ul; p=0,030), intermedidre CD8"-Zellen (17/ul vs.
7/ul; p=0,002), exhausted CD8"-Zellen (71/ul vs. 46/ul; p=0,019) und HLADR"-CD8"-
Zellen (85/ul vs. 39/ul; p=0,027) sowie NKT- Zellen (50/ul vs. 21/ul; p=0,049) und
CD56EMCD16%M-NK-Zellen (12/ul vs. 9/ul; p=0,030) in der LN5/MSR1-Gruppe
beobachtet. Abbildung 3°°
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Abbildung 7: Vergleich der zirkulierenden Lymphozyten-Untergruppen zwischen
Patienten mit einer niedrigen (LN5 sehr niedrig und MSRQ,; graue Punkte) oder hohen
(LNS5 niedrig und hoch und MSRI; rote Punkte) Lymphknotenimmunaktivierung. (A)
Haupt-Lymphozyten-Untergruppen, (B) B-Zell-Untergruppen, (C) T-Zell- Untergruppen,
(D) CD4"-T-Zell-Untergruppen und (E) CD8"- T-Zell- Untergruppen. Signifikante p-
Werte sind mit * fiir p < 0,05 und ** fiir p < 0,005 gekennzeichnet®

6.5.5 Lymphknotenresektion

In der Anzahl der entnommenen Lymphknoten zwischen den nodal-negativen und —
positiven Patienten, der MSRO- und MSR1-Gruppen als auch zwischen den einzelnen
LN5-Gruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied. Mit einer Ausnahme und zwar
im Vergleich der LN5-niedrig- zu LN5-hohen-Gruppe mit 31 vs. 41 Lymphknoten
(p=0,018).%°
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6.5.6 Korrelationen zwischen den Tumor-infiltrierenden und im peripheren Blut

zirkulierenden Lymphozyten

Hinsichtlich der gewebsstindigen bzw. tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs)
untersuchten wir zum einen CD3"-Zellen und CD8"-Zellen im Tumorzentrum, als auch
in der Infiltrationszone. Somit ergeben sich fiir jeden Patienten bzw. fiir jede

Untersuchung vier Kategorien.

In unserer Untersuchung der verschiedenen TILs-Untergruppen und der im peripheren
Blut zirkulierenden Lymphozyten ergab sich eine positive Korrelation zwischen den
CD8"-Zellen im TC und der Gesamtzahl der zirkulierenden Lymphozyten (p=0,019), den
zirkulierenden CD8"-Zellen (p=0,032) und den EMRA-CD8"-Zellen (p=0,026). Zudem
konnte eine positive Korrelation zwischen den CD8"-Zellen in der IF und den
intermediéren CD8"-Zellen im peripheren Blut gefunden werden (p=0,029). Fiir CD8"-
Zellen in der IF und den naiven B-Zellen zeigte sich eine negative Korrelation (p=0,043).

Abbildung 8
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Abbildung 8: Korrelation von tumorinfiltrierenden und ausgewdhlten zirkulierenden
Lymphozyten. Korrelationskoeffizient auf der rechten Seite. Positive Korrelationen
werden gelb und negative Korrelationen blau dargestellt. Sternchen markieren

signifikante Korrelationen.>
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7. DISKUSSION

In unserer prospektiven Studie konnten wir 47 Patienten mit einem kolorektalen
Karzinom und 50 gesunde Kontrollpersonen einschlieBen. Zunédchst wurden Unterschiede
zwischen diesen beiden Kohorten betrachtet. Die geschlechtliche Aufteilung der beiden
Kohorten war nahezu identisch mit 18 weiblichen Patienten und 17 gesunden Frauen. Das
mediane Alter der Patienten betrug 65 Jahre, das der gesunden Kontrollgruppe 43 Jahre.
Dieser deutliche Altersunterschied fiihrt zu einer eingeschrankten Beurteilbarkeit der
erhobenen Daten in den univariaten Analysen. Deshalb fithrten wir ergénzend eine
multivariate Analyse mit Beriicksichtigung von Patientenalter und Geschlecht durch, um
die Unabhéngigkeit der Einflussgroe kolorektales Karzinom auf die einzelnen

Lymphozyten-Subpopulationen beurteilen zu kdnnen.

In der univariaten Analyse konnten wir zeigen, dass die KRK-Patienten im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe signifikant niedrigere Werte, weniger Gesamtlymphozyten
(1878/pul zu 1320/ul; p = 0,000) und in der Gesamtzahl der zirkulierenden B-Zellen,
CD4*- und CDS8"-T-Zellen und der NK-Zellen, einschlieBlich verschiedener
Untergruppen aufweisen. In einer frither veroffentlichten Studie von Spacek et al., welche
eine vergleichbare Fragestellung bearbeitet hat, konnte bei insgesamt 22 Patienten im
Vergleich zu 22 gesunden Personen ebenfalls ein Riickgang der absoluten Anzahl der
CD4*-, CD8"- und NK-Zellen aufgezeigt werden.*> Andere Studien, welche sich
ebenfalls mit proportionalen Werten der Lymphozyten- Untergruppen beschéftigten,
konnten geringe oder keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten und den
gesunden Personen herausarbeiten.*** Diesen Studien ist einschrinkend jedoch
gemeinsam, dass die Fallzahlen noch geringer waren und zudem teils multivariate
Analysen fehlen obwohl signifikante altersbedingte Unterschiede zwischen den Patienten
und den gesunden Personen bestanden. AuBerdem wurden teils nur relative
Lymphozytenwerte  betrachtet und  die  Anzahl  der  unterschiedenen

Lymphozytensubgruppen war deutlich geringer.

Bereits bekannt ist der Einfluss des Alters auf die unterschiedlichen
Lymphozytenpopulationen, was mit dem Begriff der Immunseneszenz beschrieben
wird.3! Zudem beeinflusst das Inflamm-Aging die Lymphozytenpopulationen im Alter.’!

Kverneland AH et al. und Li M et al. zeigten in separaten Verdffentlichungen,
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dass es bei den T-Zellen zu einem Riickgang der naiven T-Zellen und zu einem Anstieg
der Gedichtnis- und aktivierten T-Zellen kommt.*>** Auch bei den B-Zellen kommt es
im hoheren Alter zur Abnahme der naiven B-Zellen.*® In unserer Studie stellten wir eine
Abnahme der Gesamtzahl der Lymphozyten fest. Bei den T-Lymphozyten beobachteten
wir sowohl flir die CD8"- als auch fiir die CD4"-Zellen eine Abnahme. Ebenfalls konnten
wir eine Abnahme fiir die NK-Zellen herausarbeiten. Auch bei der Betrachtung der
Gesamtzahl der B-Zellen konnen wir den bereits beschriebenen altersabhéngigen
Riickgang bestitigen. Ein altersabhingiger Anstieg war bei IL2R"-CD8"-Zellen, EMRA
und HLADR'™-CD4"-Zellen zu beobachten. Dabei =zeigen die meisten
Lymphozytenpopulationen einen logarithmischen Riickgang, dieser ist exemplarisch fiir

ausgewihlte Subpopulationen in Abbildung 4 dargestellt.*?

Als nidchstes betrachteten wir den FEinfluss des Geschlechts auf die
Lymphozytenpopulationen. Hier ist bereits bekannt, dass Frauen in jedem Alter eine
hohere Thymusfunktion als Ménner aufweisen und damit einen hdheren Anteil an naiven
T-Zellen im peripheren Blut.>! Wir konnten in unserer Studie zeigen, dass das weibliche
Geschlecht hohere Werte bei den naiven CD4"-Zellen, den CD56¢"CD16%™ NK-Zellen
(p = 0,034) und dem Verhiltnis von CD4"/CD8"-Zellen (p = 0,000) aufweist. Das
minnliche Geschlecht zeigt hohere Werte bei den CD8*-Zellen.*

Weiter fiihrten wir eine multivariate Analyse zu den erhobenen Daten unserer
Studienpopulation durch, um die Gewichtung der Einflussfaktoren Patientenalter,

Geschlecht und Tumorerkrankung beurteilen zu kénnen.

Das Patientenalter hat eine entscheidende Bedeutung fiir die Lymphozytenevolution.

In unserer multivariaten Analyse konnte ein signifikanter altersabhidngiger Riickgang der
gesamten CD3"- und CD8'-Zellen, der naiven, der central memory-, der early und
CD69"-zytotoxischen T-Zellen, als auch der naiven und central memory-T-Helferzellen,
wie er in der univariaten Analyse gesehen wurde, bestétigt werden. Die Gesamtzahl der
B-Zellen und einige der Subpopulationen (naive, NCS-memory, CS memory) nahmen
ebenfalls altersbedingt ab. Eine altersabhéngige Zunahme wurde bei den EMRA-CD4"-
Zellen und dem Verhiltnis von CD4*/CD8" beobachtet. (Abbildung 5*!, Tabelle 6*1).
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Unsere multivariate Analyse hat den Einfluss des Geschlechts auf bestimmte
Populationen als unabhidngigen Faktoren bestitigt. So wird die Anzahl der naiven CD8"-
Zellen, der naiven CD4"-Zellen, der CD56"#"CD16%™-Zellen und das Verhiltnis aus
CD4'/CD8"-Zellen durch das Geschlecht beeinflusst. (Abbildung 5, Tabelle 6*!).

Zudem ergab sich fiir eine groe Anzahl der zirkulierenden Lymphozyten-
Subpopulationen ein signifikanter Riickgang im Zusammenhang mit dem Vorhandensein
eines Kolonkarzinoms. Fiir manche Populationen zeigte sich die Tumorerkrankung als
alleiniger Einflussfaktor.Allerdings ergab sich in einigen Untergruppen das Alter oder
Geschlecht als Confounder (Abbildung 5*!, Tabelle 6*'). Hier spielt die Inmunseneszenz
wie oben beschrieben eine wichtige Rolle, dies fiihrt zu einem Riickgang der naiven T-
Zellen und einem Anstieg der Gedéchtnis- und aktivierten T-Zellen.’** Das
Tumorgeschehen selbst war ein unabhéngiger Einflussfaktor auf die B-Lymphozyten, die
CD4"-Zellen und die NK-Zellen. Dabei beeinflusst das Vorhandensein eines KRK vor
allem die transitorischen und class- switched B-Zellen, die CD4"-Gedéichtniszellen,
effector memory, regulatorischen CD4'- und Thi7-Zellen, wie auch die CD56°'CD16"-
NK-Zellen. Die Gesamtzahl der CD8"-Zellen wurde nicht beeinflusst. Im Gegensatz zu
den Subpopulationen der zytotoxischen T-Zellen wie die naiven, die central memory, die
exhausted und HLADR'-Zellen. Vergleichbare Vorarbeiten fehlen hier weitestgehend.

Bei anderen Tumorarten konnten jedoch teils #hnliche Ergebnisse gesehen werden.*>#6

Um die quantitative Einflussstirke eines KRK auf die verschiedenen
Lymphozytenpopulationen genauer zu untersuchen, unterteilten wir die Tumorpatienten
fiir die multivariate Analyse in zwei Gruppen (UICC I/II versus UICC III/IV). Hier
konnten wir im Vergleich der Patienten im Tumorstadium UICC I/Il und der
Kontrollgruppe Unterschiede bei den HLADR*-CD4"-Zellen, der Gesamtzahl der CD8"-
Zellen, sowie bei den Untergruppen der memory CD8"-Zellen, der effector memory
CDS8"-Zellen und der exhausted CD8"-Zellen, als auch der NK-Zellen feststellen. Im
direkten Vergleich der Patienten mit fortgeschrittener Tumorerkrankung und der
gesunden Kontrolle konnten fiir die oben genannten Lymphozyten keine signifikanten
Unterschiede der Lymphozytenpopulationen festgestellt werden. Die iibrigen
Lymphozytenpopulationen unterscheiden sich im Vergleich der gesamten
Patientenkohorte zu den Gesunden signifikant. Weshalb sich fiir die fritheren

Tumorstadien im Gegensatz zu den fortgeschritteneren Tumoren deutlichere
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Unterschiede im Vergleich zu der gesunden Kohorte zeigten, ldsst sich an Hand der

vorliegenden Daten nicht beantworten.

Da sich rechtsseitige und linksseitige kolorektale Karzinome hinsichtlich ihrer
genetischen Verdnderung und klinischen Présentation relevant unterscheiden und auch

ein immunologischer Unterschied vermutet*’#®

wird, betrachteten wir als nichstes den
Einfluss der Lokalisation des KRK auf den zelluldren Immunstatus. Hier fiihrt die Lage
im linken Hemikolon in der univariaten und multivariaten Analyse zu signifikant hoheren
Werten in verschiedenen T-Zell-Subgruppen im Vergleich zur Lage im rechten
Hemikolon, was fiir eine hohere Immunogenitit der linksseitigen Tumore spricht, wenn
man von einer positiven Korrelation der lokalen und systemischen Immunantwort
ausgeht, wie sie im zweiten Teil dieser Arbeit gezeigt wurde. Passend hierzu werden diese

Tumore meist auch erst spiter entdeckt und haben eine etwas schlechtere Prognose.*->

Diese Unterschiede waren entweder in beiden Gruppen, UICC I/II und UICC III/IV, oder
nur in der Gruppe mit dem niedrigeren Tumorstadium signifikant. Auch hier bleibt unklar
wieso die lokalisierten Tumorstadien einen groBBeren Einfluss zu haben scheinen als die

fortgeschrittenen.

Abschliefend wurde der Einfluss einer Mikrosatteliteninstabilitdt auf die Lymphozyten
im peripheren Blut betrachtet. Eine Mikrosatelliteninstabilitdt ist mit einer hoheren Rate
an genetischen Mutationen in Tumoren und mit einer héheren Immunogenitt assoziiert.>!
In Mikrosatelliten-instabilen Tumoren zeigte sich in Vorarbeiten eine hohere Anzahl an
tumorinfiltrierenden CD8*-Zellen®, inwiefern es hier einen Zusammenhang zur
zelluldren Immunantwort im peripheren Blut gibt ist noch nicht untersucht. Unsere Daten
ergaben in der univariaten Analyse keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der
Lymphozyten  bei  Patienten @ mit  Mikrosatelliteninstabilitit ~ (MSI)  und
Mikrosatellitenstabilitdt (MSS). Auf Grund des vorbeschriebenen Einflusses des
Mikrosatellitenstatus auf die Immunantwort, nahmen wir diesen Faktor dennoch mit in
die zweite multivariate Analyse auf. Es ergaben sich signifikant hohere Werte lediglich
fiir memory effector CD8"-Zellen im peripheren Blut bei Patienten mit hoher MSI, dies
konnte auf eine stirkere Reaktion des zelluldren Immunsystems hinweisen. Fiir alle

anderen Subpopulationen ergaben sich keine
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signifikanten Unterschiede. Dies konnte auch bedingt sein durch die geringe Anzahl von

11 MSI-Patienten.

Der zweite grofle Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Korrelation der lokalen und
systemischen Anti-Tumor-Immunantwort.

Hier konnten wir zundchst in unserer prospektiven Studie frithere Ergebnisse aus
retrospektiv gewonnenen Daten, welche einen Zusammenhang zwischen der Anzahl der
TILs und der LymphknotengroBe bei nodal-negativen KRK-Patienten zeigten,
bestitigen.® Bei nodal negativen Patienten fiel die Anzahl der TILs im TC und in der IF
hoher aus, wenn eine hohere Anzahl an groferen Lymphknoten (LNS Kategorie)
vorhanden waren. Zudem konnten wir einen vergleichbaren Effekt bei nodal positiven
Patienten herausarbeiten und somit ebenfalls retrospektive Vorarbeiten bestitigen. Hier
weist ein niedriger MSR-Wert (Verhéltnis von Metastasen zu Lymphknotengrofe) auf

eine stirkere lokale Immunantwort hin und es zeigte sich eine héhere Anzahl von TILs.

Da sich hier fiir die meisten Vergleiche nur Trends und keine signifikante Unterschiede
zeigten, was wir auf die niedrige Fallzahl schoben, fassten wir die Untergruppen sowohl
fiir die nodal-positiven als auch —negativen Patienten in eine Gruppe mit hoherer (LNS5
niedrig/hoch und MSR1) und eine Gruppe mit niedriger lokaler Immunantwort (LNS sehr
niedrig und MSRO0) zusammen. In diesen kombinierten Gruppen ergaben sich signifikante
Unterschiede in der Anzahl der TILs mit Vorteil fiir die Patienten mit einer héheren
nodalen Immunreaktion.*! Vorangegangene Studien zeigten, dass Patienten mit positiven
Lymphknotenbefall einen niedrigeren Wert an TILs aufweisen,” dies konnten wir

ebenfalls aufzeigen.

Bereits bekannt ist, dass die lokale Immunantwort auf den Tumor eine entscheidende
Rolle in Hinblick auf die Prognose bei Patienten mit KRK spielt. Dabei wurden bereits
die TILs von einer Arbeitsgruppe von Galon et al. als besserer Pradiktor fiir das
Gesamtiiberleben der Patienten nachgewiesen als die bisherigen klassischen
histopathologischen Merkmale.® >* Ob die in unserer Arbeit detektierten Unterschiede in
der Immunreaktion einen Einfluss auf die Prognose haben, kann nicht beantwortet
werden, da keine Auswertung hinsichtlich des Uberleben erfolgte. Dies wire ein

erginzender Punkt fiir weitere Arbeiten.*!
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Lange Zeit wurde ein vermeintliches ,under-staging durch eine zu geringe
Lymphknoten-Ausbeute als Ursache fiir die schlechtere Prognose bei Patienten mit
weniger als 12 untersuchten Lymphknoten gesehen. Dieses Phinomen wurde mit dem
Begriff ,,Will-Rogers-Phianomen* oder ,,Stage Migration Theory* benannt. Bereits in den
retrospektiven Arbeiten von Bruno Mirkl konnten deutliche Hinweise gegen diese
Theorie aufgezeigt werden. Die Ergebnisse unserer Arbeit geben einen weiteren Hinweis
in Richtung eines in sich kongruenten Immunsystems mit gleichsinnigen Verdnderungen
der TILs, Immunaktivitit der Lymphknoten und Steigerung der Lymphozyten im
peripheren Blut.

Betrachtet man Patienten mit diesen Faktoren gemeinsam mit einer besseren MSR-
Kategorie und einer hoheren LN5-Kategorie im Hinblick darauf, dass dies mit einer
besseren Prognose einhergeht, so ergibt sich ein wichtiger Hinweis darauf, dass die
Theorie der Stadienmigration nicht die Ursache fiir ein besseres Ergebnis bei Patienten
mit einer hoheren Lymphknotenausbeute ist. Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass
die lokale Immunreaktion auf den Tumor sich entweder in Form von groferen
Lymphknoten als Ausdruck einer starken Immunreaktion und einer hohen Anzahl von
TILs oder in Form von kleineren Lymphknoten mit einem héheren Anteil an Tumorzellen
in positiven Lymphknoten und einer niedrigen Anzahl von TILs widerspiegelt. Dabei
weist die Lymphknotenentnahme in unserer Studie keinen Unterschied zwischen der
MRSO0- und MRSI-Gruppe sowie zwischen den nodal- positiven und —negativen
Patienten auf. Erkldrend hierfiir ist am ehesten die angewendete Technik der Resektion
von mit Methylenblau angefarbten Lymphknoten, die unabhingig von der
LymphknotengroBe zu einer hohen Anzahl von resezierten Lymphknoten fiihrt.>>>¢

(Vergleiche Abbildung 8: Will-Rogers-Phinomen*®)
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Abbildung 8: Hypothesen zur prognostischen Wirkung des Lymphknotenertrags bei
Darmkrebs. (A) Stufenmigrationseffekt (Will-Rogers-Phdnomen). Nach dieser These
resultiert der nachteilige prognostische Effekt einer niedrigen LN-Ausbeute aus fehlenden
Lymphknotenmetastasen aufgrund unzureichender Dissektion. (b) Alternative These.
Kleine hypoplastische Lymphknoten sind schwer zu identifizieren und fiihren zu einer
geringen Lymphknotenausbeute. Eine kleine Lymphknotengroffe korreliert mit einer
geringen Dichte tumorinfiltrierender Lymphozyten (TILS) und weist auf eine schwache
Immunantwort hin, die die Immunflucht von Tumoren erméglicht. (C) Grofse
Lymphknoten sind in hoher Zahl leicht zu identifizieren und weisen auf eine starke
Immunantwort hin. Sie sind mit einer hohen Dichte an TILs und einer giinstigen Prognose
verbunden. Zahlen zeigen erkannte lokale Lymphknoten an. M = verpasste Lymphknoten,

* metastasierte LNs und blaue Kreise = tumorinfiltrierende Immunzellen.>
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Die Anzahl der resezierten Lymphknoten in unserer Studie liegt mit einem Median von
35 deutlich hoher als die nach Leitlinien geforderte Anzahl von 12 Lymphknoten. Jedoch
besteht ein signifikanter Unterschied in der Anzahl der resezierten Lymphknoten in den
Untergruppen niedrige LN5 und hohe LN5 (31 bzw. 41 Lymphknoten), was wiederum
darauf hinweisen konnte, dass trotz der Farbung der Lymphknoten mit Methylenblau die
GroBe der Lymphknoten die Rate der Entnahme beeinflusst. 4!

Hier entsteht bereits bei der Datensammlung eine Limitation unserer Studie, genau
genommen in der Gewinnung und Aufbereitung der operativ resezierten Lymphknoten.
Zunichst war unser Anspruch, dass bei jedem Patientenfall eine Anzahl von mindestens
25 Lymphknoten reseziert werden sollte. Bei der Anfertigung der Paraffinschnitte sind
die Lymphknoten nicht in allen Féllen mittig angeschnitten und sauber auf einem
Objekttrager aufgebracht worden, somit kann es bei der Messung des Lingsdiameters zu
Abweichungen der eigentlichen Lymphknotengrof3e kommen. Dies fiihrt zu einem Bias
bei der Kategorisierung der Lymphknoten in die unterschiedlichen LN-Gruppen. Zudem
ist das Vermessen der Lymphknotenmetastasen von der Aufbereitung der Pridparate
abhingig. Hierdurch wird wiederum unser MSR malgeblich beeinflusst, was
Auswirkung aufunsere Einschétzung des Ausmales der Erkrankung in den Lymphknoten
hat. Insgesamt gehen wir aber davon aus, dass sich iiber- und unterschitzte Werte
ausgleichen und die Gesamteinstufung des einzelnen Patienten als valide angesehen

werden kann.

Der Zusammenhang zwischen dem immunologischen Tumor-Mikromilieu und den
Lymphozyten im peripheren Blut wurde bisher nur in wenigen Studien analysiert.
Hagland et al zeigte an 18 Patienten mit kolorektalem Karzinom eine positive Korrelation
zwischen tumorinfiltrierenden CD3"- und CD8"-Lymphozyten im TC und in der IF mit
den im peripheren Blut zirkulierenden CD3"-Zellen, insbesondere den CD4"-Zellen. Eine
Korrelation der CD8*-Zellen mit den TILs konnte dahingehend nicht gezeigt werden.’
Unsere Ergebnisse zeigen eine positive Korrelation zwischen den zirkulierenden und den
tumorinfiltrierenden Lymphozyten, insbesondere bei den CD8'- Lymphozyten. Hohere
Werte zirkulierender Lymphozyten sind mit hoheren Werten von TILs assoziiert und
Patienten mit einer stirkeren immunologischen Lymphknotenaktivierung weisen hohere
Werte der Gesamtzahl der im peripheren Blut zirkulierenden T-Lymphozyten, CD8"-
Zellen und verschiedener ihrer Untergruppen auf. Dies unterstreicht die These einer
synergistischen Reaktion der verschiedenen immunologischen Kompartimente und

macht eine Rekrutierung von Lymphozyten in
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den Tumor und das umgebende Gewebe, die zu einer verminderten Anzahl der im

peripheren Blut zirkulierenden Lymphozyten fiihrt, eher unwahrscheinlich.

Unsere Forschungsgruppe konnte aufzeigen, dass Patienten mit KRK im Vergleich zu
gesunden Probanden niedrigere Werte der zirkulierenden Lymphozyten aufweisen.

Wir beobachtenden Verdanderungen der PB-Lymphozyten-Subgruppen bei Patienten mit
Kolonkarzinom im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe welche mit der lokalen
Immunantwort auf den Tumor Kkorrelieren, bestehend aus tumorinfiltrierender
Lymphozyten und lokaler Lymphknotenaktivierung. Dies kdnnte darauf hinweisen, dass

eine starkere Tumorimmunogenitét zu einer erhohten Anzahl an PB-Lymphozyten fiihrt.

Dies fiihrt zu der offenen Frage, ob Patienten als Folge eines Kolorektalen Karzinoms
eine reduzierte Anzahl von im peripheren Blut zirkulierenden Lymphozyten entwickeln
oder ob die Krebserkrankung durch eine bereits bestehende Lymphopenie begiinstigt
wird. Verschiedene Studien postulierten eine Beeintrichtigung des Immunsystems
aufgrund immunsuppressiver Eigenschaften des Karzinoms. Hier wurde eine reduzierte
absolute Lymphozytenanzahl sowie verdnderte Lymphozyten-Subsets bei Patienten mit

42,57,58,59.60.61 Tny ynserer Studie

hamatologischen oder soliden Tumoren nachgewiesen.
konnte eine bereits vorher bestehende Immunsuppression der Patienten weitestgehend
ausgeschlossen werden, da Patienten mit chronischen Infektionen, angeborener oder
erworbener Immunschwiche oder immunsuppressiver Therapie im Rahmen von

Autoimmunerkrankungen als Ausschlusskriterium definiert wurden.

Limitationen unserer Studie sind zum einen die relativ kleine Zahl eingeschlossener
Patienten, die letztendlich zu noch kleineren Untergruppen fiihrt. Dennoch konnten

signifikante Ergebnisse erhoben werden.

Eine weitere Limitation stellt die automatische Zahlung der immunhistochemisch
gefirbten CD3"- und CD8"-Zellen mit Hilfe der CD3/CD8 Quantifier-Software der Firma
VMscope, Berlin dar, da diese nicht immer einleuchtend war, sodass in manchen Féllen
die markierten Zellen herkdmmlich manuell nachgezdhlt wurden. Eine weitere Limitation
entsteht durch einen personlichen Bias bei der Auswertung der Durchflusszytometrie mit
Hilfe des Gerétes FC500 von Beckmann Coulter. Die Durchflusszytometrie wurde zwar
nur von einer Person durchgefiihrt, allerdings ist die Vergleichbarkeit mit anderen

Studiengruppe nur bedingt gegeben. Um einen weiteren
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Einflussfaktor zu vermeiden fiihrten wir die Durchflusszytometrie der Kohorte und der

Kontrollgruppe an ein und demselben Gerit durch.

Vorteile unserer Studie sind zum einen, dass alle Daten prospektiv erfasst wurden. Zum
anderen wurden in unsere Studie nur elektiv geplante Patienten eingeschlossen auch die
mit UICC-Stadium IV. Notfallresektionen aufgrund einer Obstruktion oder Perforation
wurden ausgeschlossen, da dies die Lymphozytenpopulationen beeinflussen konnte.
Auch Patienten mit chronischen Infektionen, bekannter Autoimmunerkrankung oder
Immundefizienz, sowie Patienten mit einem Zweitmalignom zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses oder in der Vorgeschichte wurde ebenfalls ausgeschlossen, da diese
Faktoren ebenfalls die im peripheren Blut gemessenen Lymphozytenpopulationen

beeinflussen konnen.

Unsere Forschungsgruppe schreibt der Immunantwort eine wesentliche Rolle im Ausmalf3
der Darmkrebserkrankung unabhéngig vom Stadium zu. Auch im Falle eines
Lymphknotenbefalls kann eine stiarkere Immunreaktion hierauf, die eigentlich schlechtere

Prognose relativieren.

Zusammenfassend konnte unsere Studie prospektiv bereits vorhandene Ergebnisse von
héheren Werten von TILs in Relation zur lokalen Lymphknotenaktivierung bei nodal-
positiven und —negativen Patienten mit KRK bestéitigen. Zudem konnten wir signifikante
Veranderungen der im peripheren Blut zirkulierenden Lymphozyten- Subgruppen
aufzeigen im Vergleich zu gesunden Probanden. Diese sind zumindest teilweise auf das
Vorhandensein eines Kolonkarzinoms zuriickzufithren, wobei sowohl das Alter als auch
das Geschlecht als wichtige FEinflussfaktoren bei der Betrachtung der
Lymphozytenuntergruppen beriicksichtigt werden miissen. In Anbetracht des aus
retrospektiven Analysen bekannten, prognostischen Vorteils von Patienten mit hoheren
TILs und groBeren den Tumor umgebenden Lymphknoten, konnte den im peripheren Blut
zirkulierenden Lymphoyzten-Untergruppen eine prognostische Relevanz zugesprochen
werden. Inwieweit diese Verdnderungen wirklich prognostisch relevant sind, so wie es

fiir die tumorinfiltrierenden Lymphozyten berichtet wurde’-%?

und ob die Verdnderungen
Ursache oder Folge der Krebserkrankung sind, muss in weiteren Studien untersucht

werden.
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