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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom (CRC) ist weltweit das dritthaufigste Malignom [1] und das
zweithdufigste in Deutschland. Im Jahr 2006 wurden deutschlandweit insgesamt
68 000 Neuerkrankungen diagnostiziert, 27 225 Menschen starben tumorbedingt [2].
Die altersstandardisierte Inzidenz hat zwischen 1980 und 2006 bei Mannern in
Deutschland um 34 % und bei Frauen um 26 % zugenommen, wahrend die
altersstandardisierten tumorbedingten Sterberaten aufgrund optimierter Therapie-
methoden bei Frauen um 38 % und bei Mannern um 24 % abgenommen haben. Die
durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate ist von ungefihr 45 % in den 80er Jahren
auf aktuell rund 60 % angestiegen. Die Kombination aus Zunahme der Inzidenz und
Abnahme der Mortalitat resultiert in einem deutlichen Anstieg der 5-Jahrespravalenz
von 145 000 Patienten im Jahr 1990 auf 235 000 im Jahr 2006 [2, 3], das entspricht

einem Anstieg um 62 %.

1.2 Definition des Rektumkarzinoms als eigenstandige Entitat

Nach dem internationalen Dokumentationssystem gelten kolorektale Karzinome als
Rektumkarzinome, wenn sie 16 cm oder weniger von der Anokutanlinie entfernt sind,
gemessen mit dem starren Rektoskop [4]. Diese werden wiederum anatomisch in
Tumoren des oberen (12 - 16 cm), mittleren (6-<12 cm) und des unteren Drittels
(< 6 cm) eingeteilt [5].

Das kolorektale Karzinom wird — nicht nur im Bereich der Epidemiologie — oft als eine
gemeinsame Entitat angesehen, es bestehen jedoch einige klinisch relevante Unter-
schiede zwischen Kolon- und Rektumkarzinomen, die vor allem durch die
anatomischen Gegebenheiten begriindet sind. Das Kolon besitzt in seiner Wandung
Taenien, wohingegen das Rektum in seiner Zirkumferenz nicht unterbrochen ist. Das
Kolon ist intraperitoneal gelegen, demgegeniiber ist der lberwiegende Teil des
Rektums im Beckenboden und somit infraperitoneal lokalisiert. Hierdurch ist das

Rektum von einem Fettkérper, dem Mesorektum umgeben, das die ersten
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Lymphabflusswege und die dazugehorigen Lymphknoten beinhaltet. Das
Mesorektum selbst ist von einer peritonealen Plikatur, der sogenannten
Mesorektalfaszie umgeben. Diese Hullschicht, auch als "holy plane" bezeichnet, stellt
fur die lymphogenen Ausbreitung des Karzinoms somit eine Barriere dar.

Rektum und Kolonkarzinome unterscheiden sich daher auch in ihrem onkologischen
Verhalten. Dazu zahlt ein hoherer Anteil an lymphknotenpositiven Karzinomen [13]
sowie eine hohere Lokalrezidivrate bei Rektumkarzinomen [14, 15]. Hieraus resultiert
eine schlechtere Prognose als bei Kolonkarzinomen [16]. Auch die Therapien von
Rektum- und Kolonkarzinomen unterscheiden sich, besonders in der chirurgischen
Vorgehensweise. So kénnen frihe Rektumkarzinome, die noch keine Lymphknoten-
metastasen aufweisen, aufgrund ihrer infraperitonealen Lokalisation auch in
Vollwandtechnik lokal exzidiert werden [17]. Weiterhin sind auch die Empfehlungen
zur adjuvanten und neoadjuvanten Therapie bei beiden Tumorentitdten
unterschiedlich [18].

Der Anteil der Rektumkarzinome an allen CRCs wird mit 30 - 50 % angegeben [6-9],
wobei schon seit Jahrzehnten ein sogenannter Rechts-Shift, eine Abnahme der
Lokalisationshaufigkeit im distalen Kolon, Sigma und Rektum und eine Zunahme der

Karzinome im proximalen Kolon beobachtet wird [7, 9-12].

1.3 Einteilung
Die allgemein ubliche Einteilung der Rektumkarzinome nach pathologischen

Gesichtspunkten erfolgt nach der TNM-Klassifikation [5]:

Tabelle 1
Tumorausdehnung
Tis Infiltration bis maximal Lamina muscularis mucosae
T1 Infiltration der Tela submucosa
T2 Infiltration der Tunica muscularis
T3 Infiltration der Subserosa oder des perirektalen Fettgewebes
T4 Infiltration von Nachbarorganen oder des Peritoneums
T4a Perforation des viszeralen Peritoneums
T4b Infiltration eines Nachbarorgans oder einer Nachbarstruktur




Lymphknotenbefall

NO kein Lymphknotenbefall
N1 Befall von ein bis drei perirektalen Lymphknoten
Nla 1 Lymphknoten
N1b 2 - 3 Lymphknoten
Nlc Tumorsatelliten in der Subserosa oder dem perirektalen Fettgewebe

ohne regionare Lymphknotenmetastasen

N2 Befall von mehr als drei perirektalen Lymphknoten
N2a 4 - 6 Lymphknoten
N2b 7 oder mehr Lymphknoten
Fernmetastasen
Mo keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
M1la in einem Organ
M1b in mehr als einem Organ oder im Peritoneum

Aus der Tumoreindringtiefe, dem Lymphknotenbefall und dem Fernmetastasenstatus
ergibt sich die prognosebestimmende Stadieneinteilung nach UICC bzw. dquivalent
nach AJCC in den USA [5] (siehe Tabelle 16, Anhang S. 97), welche die altere Dukes-
Klassifikation [19] weitgehend abgeldst hat.

Die histologische Unterscheidung nach Tumordifferenzierungsgrad zwischen
low-grade- und high-grade-Karzinomen ergibt einen weiteren Parameter fiir das
onkologische Outcome. Gut und maRig differenzierte Karzinome (G1 und G2) werden
zur low-grade-Gruppe gerechnet, welche im Vergleich zu schlecht und undifferenzier-
ten Karzinomen (G3 und G4) der high-grade-Gruppe einen signifikant glinstigeren
Verlauf aufweisen [18, 20-23].

Hermanek ging in seiner Einteilung bei Rektumkarzinomen noch weiter und
beriicksichtigte bei T1-Karzinomen neben dem Differenzierungsgrad auch
tumorbedingte Einbriiche in das Lymphgefallsystem zur Risikoabschatzung fir das
Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen [24]. Dabei wird als low-risk-Kriterium
die Kombination aus guter oder maRiger Differenzierung und der Abwesenheit von
LymphgefaRinvasion bezeichnet (G1-2 LO). Sind LymphgefaRinvasionen und / oder ein
niedrigerer Differenzierungsgrad vorhanden, liegt aufgrund von lokalen Lymphknoten
ein erhohtes Risiko fur die Entstehung von Lokalrezidiven und somit ein high-risk-

Karzinom vor. Die Bedeutung von Veneneinbriichen (V1) fir die Unterscheidung von
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high-risk / low-risk Karzinomen wird kontrovers diskutiert und in den Leitlinien ohne
Evidenzgrad erwahnt [18].

Auf die Uberaus wichtige klinische Bedeutung der high-risk / low-risk-Unterscheidung
und damit der Wahrscheinlichkeit fir Lymphknotenmetastasen wird spater im

Rahmen der Therapie naher eingegangen.

1.4 Diagnostik und Staging

Die einfachste diagnostische MaRnahme ist die digitale rektale Untersuchung, die es
ermoglicht, ungefahr ein Drittel aller Rektumkarzinome zu entdecken [17]. AuBerdem
kann der erfahrene Untersucher mithilfe des klinischen Stagings (CS) nach Mason
Uber die Beurteilung der Beweglichkeit des Tumors zum Untergrund eine
Abschatzung der Infiltrationstiefe und damit der T-Kategorie mit einer Sensitivitat von

etwa 70 % vornehmen [25].

Tabelle 2
Klinisches Staging nach Mason

[17, 25]
,»Clinical Staging” T-Kategorie
CS | (gut beweglich) T1
CS 1l (beweglich) T2
CS lll (wenig beweglich) T3
CS IV (fixiert) T4

Goldstandard in der weiterfihrenden Diagnostik, auch im Hinblick auf die
Operationsplanung, ist die starre Rektoskopie. Sie ist das genaueste Verfahren, um
die Tumorhdhe zu bestimmen, und ermdglicht es auch, Biopsien zur histologischen
Diagnosesicherung zu entnehmen [17, 18].

Weiterhin ist beim Rektumkarzinom fiir eine differenzierte Therapieplanung die
moglichst genaue Kenntnis der Infiltrationstiefe (lokales Staging) nétig. Hier haben
sich vorrangig die Endosonographie (ERUS = endorektaler Ultraschall) und die Mag-

netresonanztomographie durchgesetzt [26]. Die ERUS-Sensitivitat ist bei Adenomen
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und frihen Karzinomen (pT1) mit 74 - 95 % am hochsten, wahrend sie bereits bei T2-
Karzinomen auf 50-80 % absinkt [17, 27]. Die 3D-ERUS erreicht durch raumliche
Rekonstruktion eine Gesamtsensitivitat von etwa 80 % fur alle Infiltrationstiefen [28,
29]. Bei der 3D-Sonographie handelt es sich in der Regel um eine statische Unter-
suchung, bei der in einer definierten Zeiteinheit der Schallkopf entlang des Tumors
bzw. des Rektums entlangfahrt, wohingegen die Sonografie und hier auch die
Endosonografie im Besonderen von Moglichkeit der dynamischen Untersuchung
profitiert. Aus diesem Grunde und da die 3D-Rekonstruktionen keine Verbesserung
der Senitivitat im Staging der T-Kategorie erbrachten hat sich diese Technik hier nur
wenig durchgesetzt. Beide ERUS-Verfahren, die 2D- als auch die 3D-ERUS sind jedoch
bei fortgeschrittenen und stenosierenden Tumoren aufgrund ihrer begrenzten
Eindringtiefe nur limitiert einsetzbar [26]. In diesen Fallen weist die Magnetresonanz-
tomographie, obwohl sie nicht zwischen Tumorwachstum in der Mukosa und
Submukosa unterscheiden kann, ab wandiberschreitender Eindringtiefe des Tumors
(pT3) mit 80 - 90 % die hochste Sensitivitat auf [30, 31].

Die Beurteilung von Lymphknotenmetastasen ist durch MRT mit einer Sensitivitat von
60 - 90 % moglich [17, 28], hier leistet ERUS 50 - 80 % und CT 40 - 60 % [26, 31]. Bei
allen diesen Methoden gilt die Einschrankung, dass Lymphknoten nur als befallen
oder suspekt angesehen werden kdnnen, wenn sie groRer als 5 bzw. 10 mm sind [17,
26, 31]. Es ist jedoch bekannt, dass bei 32 % der nodal positiven Karzinome die
Lymphknotenmetastasen kleiner als 5 mm sind, bei 8 % sogar unter 2 mm [32].

Hier haben erste Studien einer MRT-Untersuchung mit lymphknotenspezifischem
Kontrastmittel (z.B. ultrakleine paramagnetische Eisenoxidpartikel) vielversprechende
Ansdtze mit einer Sensitivitat bis zu 91 % gezeigt [26, 33], sind aber bisher aufgrund
nicht ausreichender Zuverlassigkeit noch nicht in die klinische Routine Gbernommen
worden.

Zur weiteren prdoperativen Diagnostik gehort eine komplette Koloskopie zum
Ausschluss eines Zweittumors, der in ungefahr 5 % der Falle auftritt [18, 34, 35], oder
bei Nichtpassierbarkeit ein radiologisches Ersatzverfahren wie ein Kontrastmittelein-

lauf oder eine virtuelle Koloskopie [18].
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Zur Suche nach Fernmetastasen erfolgt eine Rontgenaufnahme oder Computertomo-

graphie des Thorax sowie eine Sonographie und / oder CT des Abdomens [18].

1.5 Therapie

Die stadiengerechte Standardtherapie des Rektumkarzinoms ist durch die
S3-Leitlinien von 2007 festgelegt [18]. Im Mittelpunkt steht bei kurativem
Therapieansatz die radikale chirurgische Resektion nach onkologischen Gesichtspunk-

ten, je nach Tumorhdhe mit partieller oder totaler mesorektaler Exzision [36-39].

1.5.1 Radikale Operation

Der operative Goldstandard ist die Rektumresektion mit partieller oder totaler
mesorektaler Exzision [40]. Bei Karzinomen des oberen Drittels, die in den USA noch
zu den Kolonkarzinomen gezahlt werden [41], erfolgt die Resektion mit 5 cm distalem
Sicherheitsabstand und partieller mesorektaler Exzision [36], bei Karzinomen des
mittleren und unteren Drittels mit totaler mesorektaler Exzision [37-39]. Auch bei
low-grade-Tumoren wird im Allgemeinen ein Sicherheitsabstand von 5cm ange-
strebt, in Ausnahmefallen kann dieser jedoch hier bis auf 2 oder sogar 1 cm verringert
werden, wenn dadurch noch die Anlage einer kontinenzerhaltenden Anastomose
ermoglicht werden kann [42].

Mit der Einfihrung der TME konnten die Lokalrezidivraten bei primar resektablen
Tumoren des mittleren und unteren Drittels von 47 % auf 11 % gesenkt werden [43].
Auch in einer grollen deutschen Multicenterstudie konnte eine deutliche Reduktion
der Lokalrezidivrate von 24,1 % ohne TME auf 12,8 % mit TME nachgewiesen werden
[44]. Als Grund dafir wird die Entfernung des gesamten Mesorektums mit seinen
Lymphknoten angesehen, die somit die erste Station einer lymphogenen
Metastasierung darstellen. Diese kénnen nicht nur kranial, sondern auch distal des
Primartumors befallen sein [40]. Bei einer onkologisch nicht addaquaten Technik, d.h.
bei der die ,holy plane’ um das Mesorektum und damit die Mesorektalfaszie nicht
intakt belassen, sondern eréffnet wird kdnnten Lymphknoten oder auch sogenannte

Tumorbuddings, die sich knospenartig vor der Invasionsfront Karzinom oder
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tumorbefallenen Lymphknoten ausdehnen, in situ verbleiben und somit zum
Ursprung eines Lokalrezidives werden [40, 45].

Allerdings weist die TME auch spezielle Nebenwirkungen auf. Neben den allgemeinen
OP-Komplikationen wie Anastomoseninsuffizienz [46], prasakrale Abszesse [47] und
Wundheilungsstérungen zeigen mehr als 30 % der Patienten postoperative Storungen
der Sexual- und Blasenfunktion [48-50] sowie Stuhlinkontinenz [51]. SchlieBlich ist die

TME selbst mit einer perioperativen Letalitat von 2 bis 7 % belastet [17].

1.5.2 Postoperative / adjuvante Therapie

Nach inkompletter Resektion (R1) oder intraoperativer Tumorperforation (RX) wird
eine adjuvante Radiochemotherapie empfohlen, da diese das Risiko eines Lokalrezi-
divs um durchschnittlich 40 % senken kann [18, 52]. Hierbei sollte die Bestrahlung mit
einer 5-Floururacil-Monotherapie kombiniert werden. Das gleiche gilt auch fir
Patienten des Stadiums Il und lll, die primar keine neoadjuvante Therapie erhalten
haben [18, 52-54].

Bei allen Patienten, die eine neoadjuvante Therapie erhalten haben, wird in den
S3-Leitlinien eine postoperative adjuvante Chemotherapie, je nach Response, als
5-Floururacil-Monotherapie oder 5-FU / Folinsdure-Kombination empfohlen. Diese
hat zwar keinen signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben, verlangert aber das

lokalrezidivfreie Uberleben im Mittel um ca. 6 %. [18, 55, 56].

1.5.3 Prdoperative / neoadjuvante Therapie

Bei Karzinomen des UICC-Stadiums Il und lll ist nach den aktuellen AWMF-Leitlinien
[18] eine neoadjuvante Radio- oder Radiochemotherapie (nRCT) indiziert, da sie die
Lokalrezidivrate gegeniiber ausschlieBlich chirurgisch behandelten Patienten signi-
fikant verringert [57]. Bei UICC | ist sie nicht indiziert, im Stadium UICC IV ist die
Indikation individuell zu stellen [18, 57]. Der Vorteil einer neoadjuvanten gegenuber
einer adjuvanten Therapie ist durch zahlreiche Studien hinsichtlich der
Lokalrezidivrate belegt [58-61], es treten signifikant weniger Lokalrezidive (6 % vs.
13 % in 5 Jahren [61]) auf. Ein positiver Effekt auf das Gesamtiiberleben konnte
jedoch nicht belegt werden [58, 60, 61].
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Wenn ein Karzinom praoperativ als nicht resektabel oder nicht kontinenzerhaltend
resezierbar eingeschatzt wird, kann eine neoadjuvante Therapie bei gutem Anspre-
chen die Rate sphinktererhaltender Operationen gegeniiber dem primar chirurgi-
schen Vorgehen wesentlich verbessern (39 % vs. 19 % kontinenzerhaltende Opera-
tionen bei vorher als exstirpationspflichtig eingestuften Patienten [61]). Bei diesen
Fallen, meist >T3-Karzinome, wird eine nRCT empfohlen, bestehend aus einer
konventionell fraktionierten Bestrahlung mit einer Gesamtdosis von 50,4 Gy und
einer systemischen Chemotherapie mit 5-Floururacil [18].

Der Nachteil der neoadjuvanten Therapie liegt jedoch in der Gefahr eines moglichen
prioperativen Overstagings mit konsekutiver Ubertherapie und der unnétigen
Inkaufnahme von Nebenwirkungen der nRCT. Dazu zdhlen ldangere postoperative
Genesungszeiten, Wundheilungsstérungen, Sexualfunktionsstérungen sowie Harn-
und Stuhlinkontinenz [62-64].

Von diesem Hintergrund ausgehend wird bei cT1/cT2-Karzinomen mit praoperativ
nicht eindeutig erkennbarem Lymphknotenmetastasen (Entscheidung zwischen UICC-

Stadium | und Il nicht sicher moglich) die primare Operation empfohlen [18].

1.5.4 Lokale transanale Exzision

Eine Sonderstellung in der Therapie nehmen die T1-low-risk-Karzinome ein. Da sie mit
einer sehr geringen Wahrscheinlichkeit von nur 1-3 % Lymphknotenmetastasen
aufweisen [17, 65], sind sie fiir die lokale Exzision geeignet. Als lokalchirurgisches
Verfahren hat sich dabei (iber einen Zeitraum von 20 Jahren die transanale

endoskopische Mikrochirurgie (TEM) durchgesetzt [17].

1.5.4.1 TEM bei T1-low-risk-Karzinomen

Die TEM, entwickelt von Buess [66, 67], wurde urspriinglich zur Entfernung von
Adenomen des Rektums oder zur transanalen Resektion von stenosierenden
Rektumtumoren in palliativer Intention angewandt.

Das minimale Zugangstrauma und die Moglichkeit des Sphinktererhalts speziell bei
Rektumtumoren des unteren Drittels flihrten zur schrittweisen Erweiterung der

Indikation auf kurative Ansatze. Verantwortlich hierfur war das zum Teil fehlende
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Auftreten von Rezidiven in Fallen, bei denen sich nach Resektion eines vermeintlichen
Adenoms ein okkultes T1-Karzinom im Resektat zeigte, trotz nicht erfolgter radikaler
Nachoperation [68, 69]. Eine erste Ubersichtsarbeit hierzu ergab eine Lokalrezidivrate
von durchschnittlich 19 %, die zwar gro8tenteils durch konventionelle Nachresektion
ausgeglichen werden konnte [70], jedoch die Notwendigkeit einer besseren
Patientenselektion deutlich machte. Mit der von Hermanek et al. [24] vorgeschlage-
nen Einteilung in high-risk / low-risk-Tumoren konnte die Indikationsstellung ver-
bessert werden, da hierdurch T1-Karzinome bestimmt werden kdnnen, die mit einer
Wahrscheinlichkeit von 1-3 % fiir Lymphknotenmetastasen einhergehen [17, 24].
Deren Abwesenheit ist die Voraussetzung fir eine erfolgreiche chirurgische Therapie
durch lokale Exzision, da mit dieser Technik keine sytematische Lymphknotendissek-
tion moglich ist [17].

Mittlerweile stellt die TEM mit einer durchschnittlichen Lokalrezidivrate von 5 % bei
T1-low-risk-Karzinomen eine onkologisch adaquate Therapie dar [17, 69, 71]. Gleich-
zeitig zeichnet sie sich im Vergleich zur radikalen Operation durch eine praktisch nicht
existierende perioperative Letalitait von unter 1% gegenlber 2-7 % nach kon-
ventioneller Resektion aus [17], die jedoch der hoheren Lokalrezidivrate nach TEM
gegenlberzustellen sind. Untersuchungen zeigten jedoch, dass Rezidive, die nach
TEM von pT1-low-risk-Karzinomen auftraten, nahezu keine Lymphknotenmetastasen
und somit ein glnstiges Tumorstadium (UICC I-Il) aufwiesen. Weitere Vorteile sind
geringerer intraoperativer Blutverlust, kirzere Operationszeiten, kiirzere Kranken-
hausaufenthaltsdauer und eine geringere postoperative Analgesie [71]. AuRerdem
sind die funktionellen Langzeitkomplikationen wie Inkontinenz oder Stérungen der
Sexualfunktion nahezu nicht vorhanden oder in der Regel nach 3-12 Monaten
vollstandig reversibel [72].

Folglich ist die TEM als das bevorzugte Verfahren fir T1-low-risk-Karzinome an-
zusehen [17, 71]. Zeigt sich nach einer TEM ohne vorrausgegangene neoadjuvante
Therapie ein fortgeschrittenes (<T2) oder high-risk-Karzinom als unerwarteter

Befund, wurde nachgewiesen, dass eine konventionelle Nachoperation innerhalb 4
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Wochen die gleichen onkologischen Erfolge aufweist wie die primare radikale

Operation [69, 73].

1.5.4.2 TEM bei fortgeschritteneren Karzinomen

Die signifikant niedrigeren Komplikationsraten durch geringere Invasivitat haben die
Diskussion liber eine erweiterte Indikationsstellung der lokalen Exzision auf T2/3-
Karzinome initiiert. Diese weisen allerdings in deutlich héherem MaRe, etwa
20 - 50 %, Lymphknotenmetastasen auf [17, 74] und nach alleiniger TEM ist mit einer
nicht akzeptablen Lokalrezidivrate von 20 - 50 % zu rechnen [75]. Durch anschliel3en-
de adjuvante Radiochemotherapie kann diese ungefahr halbiert werden, was
dennoch im Vergleich zum primar radikalchirurgischen Vorgehen inakzeptabel hoch
ist [76].

Nach neoadjuvanter Radiochemotherapie und nachfolgender lokaler Exzision kann
bei T2/3-Karzinomen eine durchschnittliche Lokalrezidivrate von 7 -9 % erreicht
werden, wobei besonders ein gutes Ansprechen auf die nRCT Vorausetzung fiir eine
niedrige Lokalrezidivrate ist [76, 77]. Bei einer kompletten Remission (ypTO) nach
NRCT, die in ungefahr 20- 25 % der Falle auftreten kann [78, 79], ist nach lokaler

Exzision bisher noch kein Lokalrezidiv beobachtet worden [77].

1.6 Prognostische Faktoren

1.6.1 Prognostische Faktoren fiir das Gesamtiiberleben

Die Prognose der Patienten mit Rektumkarzinom kann, wie bei den meisten Malig-
nomen, variabel und von zahlreichen Einflussfaktoren abhangig sein. Als wichtigste
Pradiktoren gelten der TNM-Status oder das davon abgeleitete UICC-Stadium [80-82]
(siehe Tabelle 3), sowie die operative Radikalitat (R-Status). Hier liegt das 5-Jahres-
Uberleben bei durchschnittlich 60 - 80 % nach RO-Resektion und bei 30-50 % nach
R1- oder R2-Resektion [82, 83]. Nach R1-Resektion, das heilt wenn die nicht
vollstandige Resektion nur mikroskopisch nachweisbar ist, liegt das mittlere
Uberleben bei 18,7 Monaten, nach einer R2-Resektion mit makroskopisch sichtbarem

Resttumor bei 10,0 Monaten [21, 84].
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Tabelle 3

5-Jahres-Uberleben

ulcc-Stadium nach RO-Resektion
[ 80 -90 % [80, 82]
I 65 - 85 % [80, 82]
I 50-70 % [80, 82]
v 10 - 40 % [80, 82]

Zu den histologischen Merkmalen mit prognostischer Aussagekraft zahlt unter an-
derem der Differenzierungsgrad, hier ist das Gesamtiberleben bei high-grade-Karzi-
nomen um ca. 20 - 40 % kirzer [20-23] und auch Lymphgefal3-, Venen- sowie peri-
neurale Invasion sind prognostisch unglinstige Faktoren fir eine schlechtere Pro-
gnose [21, 85]. Weiterhin wurde eine negative prognostische Vorhersage fiir aus-
gepragte Tumorbuddings festgestellt [86-88]. Zu prognostisch relevanten mole-
kularen Markern gehéren auch Mutationen der zellularen Signalverarbeitungskette in
Tumorzellen, wie zum Beispiel die K-ras-Mutation, fir die eine signifikante
Korrelation mit erhohtem Risiko fiir Lokalrezidive und verklrzter Lebenserwartung
nachgewiesen wurde [89]. Weiterhin ist noch die Mikrosatelliteninstabilitat als
prognostisches Kriterium zu erwahnen. Hier entstehen durch Defekte in DNA-
Reparaturenzymen (MMRs) Langenpolymorphismen in repetitiven DNA-Sequenzen,
sogenannten Mikrosatelliten. Karzinome mit MSI weisen eine signifikant bessere
Prognose auf [90, 91].

Als glinstige prognostische Faktoren gelten insbesondere ein gutes Ansprechen auf
die nRCT, im glinstigsten Fall eine pathologische complete response (ypTONO) [76, 77,
92], mehr als 7 intraoperativ entnommene Lymphknoten [22] und ein Lebensalter
unter 65 Jahren [22].

Neben den tumoreigenen Merkmalen ist zunehmend auch die Immunreaktion des
Organismus in den Fokus wissenschaftlicher Studien gerlickt. Hier zeigte sich bei
unspezifischer Betrachtung eine bessere Prognose bei hoher peritumoraler

Immunreaktion [22, 85, 93, 94].
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1.6.2 Wabhrscheinlichkeit fiir vorhandene Lymphknotenmetastasen

Das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen ist sowohl ein wichtiger
prognostischer Marker fir das Gesamtiberleben [80-82], als auch ein bedeutendes
Entscheidungskriterium hinsichtlich der Therapie. So wird bei prdoperativ
nachgewiesenem Lymphknotenbefall eine neoadjuvante Therapie empfohlen [18].
AuBerdem ist bei positivem N-Status eine lokale Exzision (TEM) kontraindiziert, da mit
dieser keine Lymphknotendissektion moglich ist [17]. Bei T1/2-Karzinomen ist daher
die Kenntnis Uber den N-Status essenziell fiir die Entscheidung hinsichtlich des
weiteren therapeutischen Vorgehens. Da dieser, zum Beispiel aufgrund von
Artefakten durch eine lokale Entziindung, nicht immer zweifelsfrei beurteilbar ist [17,
26, 28, 31, 32], wurden bereits einige Kriterien zur Abschatzung des individuellen
Risikos fur Lymphknotenbefall entwickelt.

Hinweise fiir vorhandene Lymphknotenmetastasen liefert neben der T-Kategorie und
der Einschatzung der Prognose auch die high-risk / low-risk-Unterscheidung nach
Hermanek, also die Kombination aus Differenzierungsgrad und Lymphgefalinvasio-
nen, die bei T1-Karzinomen eine Unterscheidung zwischen 1 - 3 % (low-risk) und 14 %
(high-risk) Wahrscheinlichkeit flir positiven N-Status zuldsst [24, 65, 95]. Als weitere
Marker fur wahrscheinlichen Lymphknotenbefall werden augepragte Tumorbuddings
[22, 86, 87], ein hoher Anteil muzinéser Tumorzellen [22], geringe peritumorale
Inflammation [22] und bei T1-Karzinomen die Infiltration bis ins untere Drittel der
Submucosa (sm3) [22, 96] diskutiert.

Diesen Kriterien gemeinsam ist eine geringe Sensitivitdt, weswegen oft von falsch
negativem Lymphknotenstatus ausgegangen wird. Zur genaueren Abschatzung des
Risikos fur Lymphknotenmetastasen ist es jedoch unbedingt erforderlich, weitere
zuverlassige Kriterien zu finden, um damit eine individuellere und damit optimale

Therapie ermoglichen.

1.7 Tumorinfiltrierende Lymphozyten (TILs)
In zahlreichen Experimenten und klinischen Studien wurde bisher belegt, dass das

Immunsystem Malignome mit einer Abwehrreaktion bekampfen kann [97, 98].
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Aufgrund von genetischen und epigenetischen Veranderungen wahrend der
Karzinogenese tragen Tumorzellen Antigene, die durch Mutation oder veranderte
Expressionsstdarke als immunogene Stimuli wirken kénnen [99, 100]. Die Hauptakteu-
re der korpereigenen Abwehr gegen Tumoren sind Thymus-Zellen (T-Zellen) und

natlrliche Killerzellen (NK-Zellen) [98-101].

Tabelle 4

Systematik und Untergruppen der T-Zellen und NK-Zellen

natiirliche

T-Zellen Killer-Zellen

vo T- natirliche

ap T-Zellen Zellen | Killer-T-Zellen

Zytotoxische T-

T-Helferzellen (CD4-positiv) Zellen (CD8-positiv)

Th1!

Th2 ‘ Th17 ‘Tregz Tc1? Treg

! T-Helferzelle vom Typ 1
2 regulatorische T-Zelle
3 zytotoxische T-Zelle vom Typ 1

Zytotoxische T-Lymphozyten konnen selektiv Zellen erkennen und abtéten, die
tumorassoziierte Antigene per Major Histocompatibility Complex | (MHC-1) prasen-
tieren [102]. Das geschieht Uiberwiegend durch den Perforin-Granzyme-Pathway zur
Apoptoseeinleitung [102, 103]. NK-Zellen erkennen hingegen Zellen mit auffallig
niedriger Expression von MHC-I und lysieren diese [104].

Auch in therapeutischer Hinsicht wird vereinzelt die Induktion einer Immunreaktion
zur Tumorbehandlung eingesetzt, so ist unter anderem die immunogene Bacillus
Calmette-Guérin-Instillation bei oberflachlichen Blasenkarzinomen therapeutischer
Standard [105].

Fir viele Tumorentitaten wurde eine klare Korrelation zwischen Infiltrationsdichte
mit tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) und verbesserter Prognose gezeigt,
unter anderem auch bei kolorektalen Karzinomen [94, 106-108]: So wurde eine

signifikant ldngere 5-Jahres-Uberlebensrate bei hoher gegeniiber niedriger
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Lymphozyteninfiltration nachgewiesen [94] und es wurde demonstriert, dass die
kombinierte Analyse der Dichte von CD3-positiven T-Effektor- und CD45R0-positiven
T-Gedachtniszellen eine genauere Vorhersage des Gesamtiiberlebens treffen kann als
die konventionelle TNM-Klassifikation, wobei jeweils eine hohe Infiltration mit einer
besseren Prognose assoziiert ist [107, 109].

Weiterhin wurden viele sogenannte tumor-escape-Mechanismen beschrieben, mit
deren Hilfe Tumorzellen ihre Immunogenitait hemmen und damit der kdrpereigenen
Abwehr entgehen konnen. Dazu gehoéren Sekretion von antiinflammatorischen
Zytokinen [110, 111], Herabregulation der MHC-I-Expression [112, 113],
Apoptoseresistenz [114] und Rekrutierung von regulatorischen T-Lymphozyten
(Tregs) [115-117].

Diese Subgruppe der T-Zellen ist in den letzten Jahren verstdarkt in den Fokus der
Forschung Uber entziindliche und maligne Erkrankungen gerlckt. Sie werden als
wichtige Akteure in der Etablierung einer zellularen Immunsuppression angesehen,
und sie wurden als prognostische Marker und teilweise sogar als Ansatzpunkt fir
Therapien entdeckt. Auf ihre Funktion und Bedeutung soll im folgenden Kapitel naher

eingegangen werden.

1.8 Die regulatorischen T-Lymphozyten

1.8.1 Entdeckung und Geschichte

Als Entdeckung der regulatorischen Lymphozyten, wenn auch noch nicht unter dieser
Bezeichnung, gilt ein Experiment von 1971, in dem gezeigt wurde, dass antigen-
spezifische Immuntoleranz durch T-Zellen von einer Maus auf eine andere ibertragen
werden konnte [118]. In den 80er Jahren legten erste Experimente die Vermutung
nahe, dass es eine von bestimmten T-Zellen — damals noch Suppressor-T-Zellen
genannt — gesteuerte Immuntoleranz gegen maligne Tumoren geben muss [119].
1990 wurde dann in vitro gezeigt, dass ein CD4-positiver T-Zellklon, der mit Antigenen
eines Melanoms stimuliert worden war, die spezifische zellulaire Immunantwort
gegen diese Antigene supprimierte, wahrend die Immunantwort gegen andere

Antigene unbeeintrachtigt war [120]. Dies legte die Theorie einer tumorantigenindu-
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zierten und -spezifischen Immuntoleranz durch regulatorische T-Lymphozyten (Tregs)
nahe.

Als erster molekularer Marker fir Tregs wurde 1995 der Interleukin-2-Rezeptor CD25
identifiziert, als gezeigt wurde, dass thymektomierte Mause, die CD25-depletierte
CD4-positive T-Zellen transfundiert bekamen, verschiedene schwere Autoimmunre-
aktionen entwickelten. Durch rechtzeitige Rekonstitution der CD4" CD25" T-Zellen
konnte deren Ausbruch verhindert werden [121].

Beim im Normalfall nicht unter sterilen Laborbedingungen lebenden Menschen hat
sich CD25 jedoch als nicht spezifisch genug herausgestellt, um als Marker fiir Tregs zu
dienen, da alle T-Zellen bei ihrer Aktivierung CD25 als Rezeptor fir IL-2, einen T-Zell-
Wachstumsfaktor exprimieren [122].

Als gebrauchlichster Marker fiir Tregs, vor allem im Bereich der Immunhistochemie,
gilt heute der 2003 beschriebene Transkriptionsfaktor Forkhead-Box-Protein P3
(FoxP3) [123-125].

Mit Hilfe dieses Markers wurde 2003 eine neue Subgruppe der Tregs entdeckt. Diese
zahlt erstmals nicht zu den CD4-positiven T-Zellen, zeichnet sich aber durch die
Expression von FoxP3 und regulatorische Aktivitit aus. Diese sogenannten CD8" Tregs

exprimieren weiterhin CD8 und CD25 [126].

1.8.2 Definition

Wie bereits erwahnt zog sich die Entdeckung und Erforschung der Tregs Uber
mehrere Jahrzehnte hin, ein wichtiger Grund dafiir ist und bleibt die Schwierigkeit, sie
eindeutig zu definieren, da bisher noch kein exklusiver molekularer Marker endeckt
wurde [127]. CD25 und FoxP3 werden von den meisten T-Zellen wahrend ihrer Akti-
vierung unterschiedlich lang transient exprimiert [122, 128-130]. Damit ist die De-
finition Gber den molekularen Phanotyp bisher nicht eindeutig moglich, so dass sich
momentan die Praxis durchsetzt, Tregs als eine heterogene Gruppe von

T-Lymphozyten mit regulatorischer Aktivitat anzusehen [131, 132].
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1.8.3 Entstehung und Typen

Die Heterogenitat dieser Gruppe ist unter anderem durch die verschiedenen
Entstehungswege der Tregs bedingt (siehe auch Tabelle 5). Die sogenannten naturally
arising Tregs, auch nTregs genannt, entstehen durch Selektion im Thymus [133, 134].
Daneben koénnen Tregs aber auch durch periphere Induktion aus naiven CDA4-
positiven Lymphozyten entstehen (iTregs). Dabei spielt die Exposition gegeniiber den
antiinflammatorischen Zytokinen IL-10 und Transforming Growth Factor B (TGF-()
eine wichtige Rolle [135-137]. Fiir TGF-B wurde ein direkter Zusammenhang mit der
Expression von FoxP3 und damit der Induktion zur Differenzierung von naiven T-
Zellen in einen regulatorischen Phanotyp nachgewiesen [138]. Bei diesen iTregs wird
derzeit zwischen regulatorischen T-Zellen vom Typ 1 (Trl) und T-Helferzellen Typ 3

(Th3) unterschieden.

Tabelle 5
Treg-Subgruppen
Einteilung nach Cao [139]
Bezeichnung Markerprofil Beschreibung
naturally arising CD4" CD25" FoxP3* [ Entstehung im Thymus [133, 134]
Tregs
Trl CD4" CD25" FoxP3~ [ Entstehung peripher durch Induktion mit IL-10 [135]
Uproduzieren IL-10 und TGF-B [135, 140]
Th3 CD4" CD25" FoxP3* [ Entstehung peripher durch Induktion mit TGF-B
[136, 137]
Uproduzieren TGF-B [136, 137]
CD8" Tregs CD8" CD25* FoxP3* [ produzieren IL-10 und TGF-B [141, 142]

[Dlhemmen CD8-positive Teffs [143]

double-negative CD3"CD4” CD8 FoxP3™ [ hemmen T-Zell-Aktivierung und -Proliferation [144,
(DN) Tregs 145]

1.8.4 Funktion

Als mogliche physiologische Funktionen der Tregs werden unter anderem postuliert:

[1Regulierung der Immunantwort im Sinne von negativem Feedback [146-149]
[1Schutz vor Autoimmunkrankheiten durch Suppression autoreaktiver T-Zellen

[121, 150-152]
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[JUnterdriickung von Allergien und Asthma [153, 154]

[lEtablierung und Aufrechterhaltung der mutterlichen Toleranz gegeniiber dem
Fetus [155, 156]

[JUnterdriickung einer GberschieRenden Immunreaktion gegenliber Kommensalen

wie zum Beispiel Darmbakterien [157, 158]

Dabei werden Tregs antigenspezifisch aktiviert [159] und supprimieren die
Immunantwort der T-Effektor-Zellen (Teffs), wobei es noch nicht eindeutig geklart ist,
ob sie nur T-Zellen mit der gleichen Antigenspezifitit hemmen. Es wurde sowohl

monoklonale als auch polyklonale Suppression nachgewiesen [151, 160].

Es werden verschiedene Mechanismen der regulatorischen Funktion beschrieben

(siehe auch Abbildung 1, S. 26):

1.8.4.1 Der Einsatz von membrangebundenen Liganden und Zell-Zell-Kontakten

Es wurde gezeigt, dass membranstandiges Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4
(CTLA-4) auf Tregs als Ligand fur CD80 / CD86 auf Teffs fungiert und damit deren
Aktivierung, Proliferation und Funktion hemmt [161, 162]. Zusatzlich werden auf
gleichem Wege auch antigenprasentierende Zellen (APCs), wie zum Beispiel
Makrophagen oder dentritische Zellen, in ihrer Teff-stimulatorischen Funktion
gehemmt [163, 164], sowie dazu angeregt, das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase
(IDO) zu exprimieren [165]. Dieses baut Tryptophan ab und erzeugt damit einen
lokalen Tryptophanmangel, der die Proliferation von T-Helferzellen (Ths) hemmt
[166] und sogar deren Apoptose einleiten kann [167].

Die Bedeutung von CTLA-4 fir die regulatorische Aktivitat wurde durch Versuche
nachgewiesen, in denen dieser Mechanismus durch gegen CTLA-4 gerichtete Anti-
korper blockiert wurde. Hier zeigte sich ein starker Rickgang der Treg-Aktivitat [168-
170].

1.8.4.2 Sekretion von antiinflammatorischen Zytokinen
Tregs produzieren die antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-B [171, 172].

Diese vermindern bei APCs die Expression von MHC-Il und costimulierenden
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Rezeptoren [173-175]. Bei CTLs bewirkt TGF-B eine Hemmung der Proliferation und
der zytolytischen Aktivitat [176, 177]. AuBerdem wurde eine direkte Hemmung der
Aktivitat natirlicher Killerzellen durch membranstandiges TGF- nachgewiesen [178].
Weiterhin kann durch Stimulation naiver CD25-negativer T-Zellen mit IL-10 und TGF-
ein CD25-positiver Phanotyp mit regulatorischer Aktivitat im Sinne von Trl- und Th3-
Zellen induziert werden [135-137] (siehe auch Tabelle 5, S. 23).

1.8.4.3 Apoptoseinduktion

Als ein weiterer Weg der regulatorischen Aktivitat ist die Tatsache bekannt, dass
Tregs bei T-Zellen, B-Zellen und dendritischen Zellen (DCs) Ulber den Perforin-
Granzyme-Pathway Apoptose induzieren kdnnen [179-183]. Die Expression von
Granzyme B wurde bisher in situ nur bei tumorinfiltrierenden bzw. tumornahen Tregs
nachgewiesen [184]. In einer neueren Studie mit Tregs, die aus dem peripheren Blut
von Patienten mit Karzinomen des HNO-Bereiches isoliert worden waren, wurde
gezeigt, dass auRerdem auch der Fas / FasL-Pathway zur Apoptoseinduktion bei CD8-
positiven T-Zellen verwendet wird [185].

Beide apoptosebezogenen Mechanismen konnten bisher in situ nur in Anwesenheit

von Tumoren oder Tumorantigenen nachgewiesen werden [184, 185].

AuBBerdem werden zahlreiche weitere Mechanismen diskutiert, unter anderem die
Moglichkeit, dass Tregs durch ihre starke Expression von CD25 den T-Zell-
Wachstumsfaktor IL-2 bevorzugt binden und damit anderen T-Zellen einen Proli-
ferationsstimulus vorenthalten [186]. Weiterhin wurde auch eine direkte Uber-
tragung von cAMP als Hemmstoff der IL-2-Synthese Uber gap junctions beobachtet

[187].
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Abbildung 1

Schema der verschiedenen Treg-Regulationsmechanismen auf T-Helferzellen
(Th), zytotoxische T-Zellen (CTL), professionelle antigenprasentierende Zellen
(APC) und natirliche Killerzellen (NK) [161-166, 171-183, 185]

1.8.5 Plastizitdt, Th17-Transformation

In einer lokalen Entziindungsreaktion werden von Makrophagen grolle Mengen IL-6
sezerniert. In Verbindung mit TGF-B in niedriger Konzentration kdnnen dadurch aus
naiven CD4-positiven Lymphozyten proinflammatorische Th17-Zellen induziert
werden [138, 188-190]. Diese zeichnen sich durch die Expression des Transkriptions-
faktors RORyt, die Produktion von IL-17 und die Reaktion auf kdorpereigene Antigene
aus [189, 191]. lhnen wird eine Schllsselrolle bei der Etablierung von Autoimmun-
krankheiten und Allergien zugeschrieben, unter anderem auch im Gastrointestinal-
trakt [152, 189, 191-193]. Es stellte sich heraus, dass Tregs und Th17-Zellen in einer
reziproken Beziehung zueinander stehen [189]. So kdnnen Tregs die Entstehung

Th1l7-induzierter Autoimmunkrankheiten verhindern [151], zum Beispiel indem sie
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deren Aktivitat durch Sekretion von IL-10 hemmen [152]. So wurde gezeigt, dass das
Verhaltnis zwischen Tregs und Th17-Zellen bei Patienten mit systemischem Lupus
erythematodes signifikant niedriger als bei gesunden Kontrollen ist und sogar invers
mit der Krankheitsaktivitat korreliert [126].

Ergebnisse neuerer Studien kommen zu dem Schluss, dass auch Tregs im Milieu
chronischer Entziindungssituationen mit lokal hoher IL-6-Exposition die FoxP3-
Expression herabregulieren, RORyt zu exprimieren beginnen, ihre regulatorische
Aktivitat verlieren und sich zu einen zumindest Th17-ahnlichen Phanotyp um-

differenzieren konnen [188, 194-198].

1.8.6 Tregs und Tumortoleranz

Besonders im Zusammenhang mit malignen Erkrankungen hat die immunsuppressive
Funktion der Tregs zu einer Vielzahl von Studien in Bezug auf Funktionsweise,
prognostische Aussagekraft und mogliche Therapieansatze gefihrt.

So wurde festgestellt, dass die Zahl der Tregs bei Tumorpatienten im peripheren Blut
erhoht ist [199-201]. AuBerdem wurden gegenliber gesundem Gewebe deutlich
erhohte Zellzahlen in der Umgebung von Pankreas- und Mammakarzinomen [200],
Ovarialkarzinomen [202], Melanomen [203], kolorektalen Karzinomen [176], und
Bronchialkarzinomen [202] nachgewiesen.

Weiterhin sind bereits einige der Mechanismen bekannt, die zu dieser Ansammlung
von Tregs im Tumorbereich fihren. So produzieren bei Ovarialkarzinomen
Tumorzellen und infiltrierende Makrophagen das Chemokin CCL2, das die Migration
von Tregs in die Umgebung des Tumors induziert. Die chemotaktische Wirkung wird
dabei durch Interaktion mit dem Chemokin-Rezeptor CCR4 auf der Treg-Oberflache
erzielt [115]. Der gleiche Mechanismus wurde auch bei B-Zell Non-Hodgkin-
Lymphomen [116], Mammakarzinomen [204] und Magenkarzinomen [117]
nachgewiesen.

Eine zweite Moglichkeit, die Treg-Zahl am Tumorort zu erhdhen, ist die periphere
Induktion. Dazu passend wurde gezeigt, dass plasmacytoide DCs in Ovarialkarzino-

men durch Sekretion von IL-10 CD8-positive Tregs induzieren kdnnen [205].
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Durch die Hemmung der Aktivitat von Teffs sind Tregs malgeblich an der Etablierung
der Tumortoleranz beteiligt [119, 206]. Sie hemmen sowohl APCs, Teffs, als auch NK-
Zellen [161-163, 178]. Dabei kommen Zell-Zell-Kontakte mit Rezeptor-Ligand-
Interaktionen, antiinflammatorische Zytokine und der offenbar fir Tregs im
Tumorbereich exklusive Perforin-Granzyme-Pathway zum Einsatz [164, 184, 206].

Die Bedeutung der Tregs fiur die Tumortoleranz wurde eindrucksvoll in einigen
Tierexperimenten bewiesen, in denen es bei Treg-depletierten Mausen zu einer
deutlichen Tumorregression kam. Dabei handelte es sich um Melanome, Sarkome,
Myelome und Leukamien [207-209].

Eine weitere Erkenntnis Gber die Bedeutung der Tumortoleranz durch Tregs ist noch
erwahnenswert. In Studien zu sogenannten , Tumorimpfungen” mit tumorassoziier-
ten Antigenen, deren Intention ist, die Immunogenitdat von Malignomen und damit
auch die Immunreaktion dagegen zu erhohen, hat sich herausgestellt, dass ein
Therapieversagen meistens darauf zurlickzufiihren ist, dass durch die Impfung

hauptsachlich tumorspezifische Tregs stimuliert und aktiviert werden [210, 211].

1.8.7 Bedeutung als therapeutischer Ansatzpunkt

Die im vorigen Abschnitt erwdhnten Tierversuche legen einen eindeutigen
Zusammenhang zwischen Tregs und Tumortoleranz nahe, der Tregs als potentielle
Ziele einer Tumortherapie, sei es durch Depletion oder Funktionsunterdriickung, zum
Gegenstand zahlreicher praklinischer und auch bereits einiger klinischer Studien
gemacht hat.

In alteren Tierversuchen wurden Tregs durch monoklonale Antikérper, die gegen
CD25 gerichtet waren, vollstandig depletiert, was sehr haufig zu einer Tumorregressi-
on fuhrte [207], die aber regelmalig von neu entstandenen, schweren Autoimmun-
krankheiten begleitet war [209, 212]. Da Tregs im Immunsystem ihre physiologischen
Funktionen wahrnehmen, zu denen auch der Schutz vor Autoreaktivitat gehort, ist
diese Nebenwirkung nicht verwunderlich [121, 150]. AuBerdem ist CD25 kein
exklusiver Treg-Marker [122], so dass bei dieser Behandlung auch andere Zellen des

Immunsystems beeintrachtigt werden konnen.
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Dennoch gibt es einige klinische Studien mit Ontak (denileukin difitox), einem
Fusionsprotein aus Diphterietoxin und einer fir CD25 hochaffinen IL-2-dhnlichen
Domane, das urspringlich fir die Behandlung von T-Zell-Lymphomen entwickelt
worden war [213]. Dabei wird durch Dosisanpassung nicht die vollstandige Deple-
tierung, sondern eine Reduzierung der Tregs als Ziel angestrebt. Im Rahmen einer
solchen Studie zeigten Patienten mit metastasiertem Melanom nach transientem
Rlckgang aller Lymphozyten im peripheren Blut eine teilweise Reduktion der Tumor-
last, jedoch nur in 5 von 16 Fallen [214]. Bei Patienten mit nichtkleinzelligem
Bronchialkarzinom wurde kein therapeutischer Effekt nachgewiesen [215]

Ein weiterer experimenteller Ansatz ist die Unterdrickung der Mechanismen der
regulatorischen Aktivitat. So wurden die monoklonalen Antikérper Ipilimumab und
Tremelimumab gegen CTLA-4 bei Patienten mit metastasiertem Melanom getestet.
Es zeigte sich eine signifikante Tumorregression mit einem Riickgang der
Tumormasse bei ungefahr 20 % der Patienten [216], wobei auch hier Autoimmunre-
aktionen auftraten, die aber weitgehend durch hochdosierte Kortikosteroidgabe
therapierbar waren [168-170, 217].

Eine weitere Strategie, die klinisch erprobt wird, ist die Kombination aus
Tumorimmunisierung und Treg-Hemmung mit dem Hintergrund, dass Tregs als Grund
fir haufiges Versagen der Tumorimmunisierung angesehen werden [210, 211]. So
wurde bei Mammakarzinomen gezeigt, dass der gegen CD25 gerichtete Antikorper
Daclizumab durch voriibergehende Elimination der Tregs aus dem peripheren Blut
eine effektive T-Zellantwort auf eine Immunisierung mit tumorassoziierten Antigenen
ermoglichen kann [218]. Eine Studie mit Ontak in Kombination mit einer
Immunisierung bei Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom ergab eine
deutliche Erhéhung der T-Zellantwort gegen Tumorantigene nach nur einmaliger
Ontak-Gabe ohne Induktion von Autoreaktivitat [219].

Ein weiterer denkbarer Ansatzpunkt flir Treg-basierte Tumortherapien kénnte die
Blockade von CCR4 sein, um die Rekrutierung von Tregs zum Tumorort zu verhindern.
Bisher wurde die CCR4-Blockade aber nur mit Erfolg als Adjuvans fur Impfungen

gegen Hepatitis B oder Tuberkulose erprobt [220].
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1.8.8 Bedeutung als prognostischer Faktor

Ausgehend von ihrer immunsuppressiven Funktion und Schlisselrolle in der
Etablierung der Tumortoleranz liegt der Gedanke nahe, erhéhte Aufkommen von
Tregs, sei es im Tumor selbst oder zirkulierend in der Peripherie, mit einer
unglinstigen Prognose zu assoziieren [119, 161-164, 178, 184, 206, 206-209].
Tatsachlich hat sich diese Erwartung in vielen Untersuchungen bestatigt, zum Beispiel
bei Ovarial- [115, 221], Mamma- [222], Pankreas- [223], Magen- [224, 225],
Nierenzell- [226] und hepatozellularen Karzinomen [227, 228] sowie bei Melanomen
[229, 230] und Gliomen [231]. Im Gegensatz dazu wurde sowohl bei Osophagus-
[232] und Kardiakarzinomen [233] als auch bei verschiedenen Lymphomen [234, 235]
eine umgekehrte Korrelation festgestellt, hier war eine hohe Tumorinfiltration durch
FoxP3-positive Tregs mit langerem Uberleben vergesellschaftet. Hier zeigt sich bereits
eine kontroverse prognostische Bewertung der Tregs, die jeweils im speziellen
Zusammenhang neu analysiert werden muss.

Das ist auch bei den wenigen bisher veroffentlichten Studien zur Tregs bei
kolorektalen Karzinomen der Fall (speziell fir Rektumkarzinome gibt es bisher noch
keine Daten): Die Resultate reichen von signifikant langerem tumorfreien und
Gesamtuberleben bei erhohtem CD8 / FoxP3-Quotient und damit einer indirekten
Einordnung der Tregs als prognostisch unglnstigen Marker [236], Uber keine
prognostische Aussagekraft [237, 238] bis zu einem signifikant positiven Effekt von
intratumoralen Tregs auf das Gesamtlberleben [239-241]. Eine genauere Analyse
folgt im Kapitel 4 - Diskussion (S. 62). Somit sind weitere Studien, besonders beim
Rektumkarzinom, erforderlich, das sich anatomisch und im onkologischen Verhalten

vom Kolonkarzinom unterscheidet.

1.9 Fragestellung

Beim Rektumkarzinom haben sich eine Reihe von Merkmalen (NO vs. N1/2, G1-2 vs
G3-4, LO vs. L1, Mo vs. M1, T-Kategorie und UICC-Stadium) als prognostisch relevant
herausgestellt und kénnen in den Entscheidungsprozess einer individualisierten

Therapiefindung mit einbezogen werden. Fir eine differenziertere, hochindividuelle
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Therapie, wie zum Beispiel die lokale Exzision bei fortgeschrittenen Karzinomen, ist
jedoch unbedingt die Identifikation weiterer zuverlassiger Marker notwendig.

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit ist, inwiefern die Treg-Infiltrationsdichte in
Rektumkarzinomen eine prognostische Aussagekraft hat (Gesamtliberleben, rezidiv-
freies Uberleben) und ob sie moglicherweise dadurch oder auch als neuer Pradiktor
fir Lymphknotenmetastasen in Hinblick auf daraus abgeleitete Therapieentschei-

dungen eine Rolle spielen kann.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Untersucht wurden histologische Schnitte der Tumorresektate von 80 Patienten, die
zwischen Januar 1998 und April 2002 an der Klinik fir Allgemein- und Abdominal-
chirurgie der Universitatsmedizin Mainz aufgrund eines Rektumkarzinoms radikal
operiert worden waren. Dabei wurden alle Patienten, die die Einschlusskriterien
erflllten, chronologisch in der Operationsreihenfolge ohne weitere Selektion
aufgenommen.

Die Einschlusskriterien waren RO-Resektion, keine vorangegangene neoadjuvante
Therapie und eine 60-monatige Nachbeobachtungszeit. Letzteres war jedoch
aufgrund von Todesfallen und ,loss to follow-up’ nicht immer zu erreichen, somit lag
die mediane Nachbeobachtungszeit zum Zeitpunkt der Auswertung bei 72 (22,3 -
91,8) Monaten.

Das Patientenkollektiv war so zusammengesetzt, dass 40 Patienten zum Zeitpunkt der
Operation histologisch gesicherten Lymphknotenbefall im Sinne von pN1 oder pN2
aufwiesen und sich 40 Patienten im Stadium pNO befanden. Von den lymphknoten-
positiven Patienten hatten 3 (3,75 %) eine postoperative adjuvante Radiochemo-
therapie und 4 (5 %) eine Chemotherapie erhalten, so dass dieser Einflussfaktor zu
vernachldssigen war.

Zur statistischen Auswertung wurden fir alle Patienten Informationen Uber die pra-
operative Diagnostik (z. B. Auswertung nach TNM bzw. UICC, klinischer Fernmeta-
stasenstatus), histopathologische Evaluation (Differenzierungsgrad bzw. Grading) und
zum weiteren Follow-Up erfasst und in Form einer SPSS-Datenbank aufbereitet.
Ausgewertet wurden Angaben Uber die Klassifizierung nach TNM und UICC, der
Differenzierungsgrad sowie im Follow-Up das Gesamtiiberleben, das lokalrezidivfreie

Uberleben und das Auftreten von synchronen und metachronen Fernmetastasen.
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2.2 Material
Antikorper

CD4 (NCL-CD4-1F6)
CD8 (C8/144B)

CD25 (NCL-CD25-305)
CD57 (HNK-1)

FoxP3 (236A/E7)

ABC-Kit
REAL-Envision Detection System,

Peroxidase / DAB+, Rabbit / Mouse

Novocastra, Newcastle, GB
Dako, Glostrup, DK

Novocastra, Newcastle, GB

BD Pharmingen, San Diego, USA
Abcam, Cambridge, USA

Dako, Glostrup, DK

-Losung A:  Mit HRP-Molekilen und sekundaren caprinen Antikérpern gegen

cuniculine und murine Immunglobuline gekoppeltes Dextran

-Lésung B:  Substratpuffer mit Wasserstoffperoxid

-Loésung C: Chromogen (3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid)

Zubehor zur Farbung

Endogenous Peroxidase Blocking Solution

Antikorper-Verdinnungspuffer
Hamalaunlésung nach Meyer
Eukitt (Einschlussmittel)
Isopropylalkohol

Xylol

Zutaten zur Pufferherstellung
Salzsaure (HCI) 1 N

Salzsaure (HCI) 2 N
Natronlauge (NaOH) 1 N

TRIS

Natrium EDTA (Titriplex )
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumcitrat-Dihydrat (Na3CsHs07 x 2 H,0)

Dako, Glostrup, DK

DCS Labline, Hamburg
Merck KGaA, Darmstadt
O. Kindler GmbH, Freiburg
O. Kindler GmbH, Freiburg
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
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Zitronensaure-Monohydrat (C¢HgO5 x H,0)

Aqgua B. Braun (H,0)

Geridte und weiteres Zubehor
pH-Meter: Calimatic 761
Dampfgarer: MultiGourmet FS10
Objekttrager: SuperFrost Plus
Deckglaser 24 x 60 mm
Pipetten:

- Research 100

- Nichipet 5000DG 0,5 - 10 pl

- Nichipet 5000DG 20 - 200 pl

- Nichipet 5000DG 100 - 1000 pl
Mikroskop: DM LB

Kamera: DFC 290

Software

ImagelJ (Version 1.430)

Leica IM50 (Version 5 Release 247)
SPSS Statistics 17.0 (Version 17.0.1)
Excel 2007

Merck KGaA, Darmstadt

B. Braun AG, Melsungen

Knick GmbH & Co. KG, Berlin

Braun GmbH, Kronberg

Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig

Diagonal GmbH & Co. KG, Miinster

Eppendorf AG, Hamburg

Nichiryo, Koshigaya-City, JP
Nichiryo, Koshigaya-City, JP
Nichiryo, Koshigaya-City, JP

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

National Institute of Health, USA
Imagic Bildverarbeitung AG, CH
SPSS Inc., USA

Microsoft Corp., USA
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2.3 Herstellung der Pufferlésungen

2.3.1 EDTA-Puffer fiir die hitzeinduzierte Antigendemaskierung

Zuerst wurden 0,375 g Na-EDTA in 100 ml destilliertem Wasser aufgeldst, dann auf
eine Gesamtmenge von 1000 ml aufgefillt.

Durch tropfenweise Zugabe von 1 N Natronlauge wurde unter kontinuierlicher elek-

tronischer pH-Messung ein Wert von 8,0 eingestellt.

2.3.2  Citrat-Puffer fiir die hitzeinduzierte Antigendemaskierung
Hierfir wurden zunachst zwei Stammlésungen angelegt, aus denen spater der ge-

brauchsfertige Puffer hergestellt werden konnte.

Herstellung der Stammldsung A (0,1 M Zitronensaurelosung)

21,01 g Zitronensaure wurden in 1000 ml destilliertem Wasser aufgeldst.

Herstellung der Stammlosung B (0,1 M Natriumcitratlésung)

29,41 g Natriumcitrat wurden in 1000 ml destilliertem Wasser aufgelost.

Herstellung des gebrauchsfertigen Puffers

18 ml Stammlésung A und 82 ml Stammldsung B wurden gemischt und der pH-Wert
mit 2 N Salzsdaure auf 6,1 eingestellt. Danach wurde mit destilliertem Wasser auf

1000 ml aufgefillt.

2.3.3 TRIS-gepufferte 0,9 % Kochsalzlosung (TBS) als Reaktionsmedium

Herstellung der 10-fach konzentrierten Stammldsung

60,5 g TRIS wurden in 600 ml destilliertem Wasser aufgeldst, mit 2 N Salzsaure auf
einen pH von 7,6 titriert und anschliefend auf 1000 ml aufgefillt. Dazu wurden 90 g
Natriumchlorid gegeben, um als Produkt eine 9-prozentige Kochsalzlésung zu

erhalten.

Herstellung des gebrauchsfertigen Puffers

Durch Verdinnung von 100 ml der Stammlésung mit 900 ml destilliertem Wasser

entstand eine 0,9 % Kochsalzlosung mit annahernd physiologischem pH-Wert.
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24 Auswahl und Anfertigung der Schnitte

Zum Einsatz kamen 2-5 um dicke Serienschnitte von Paraffinblécken der formalin-
fixierten Tumorresektate. Diese wurden auf fir die Immunhistochemie (IHC) ge-
eignete Objekttrager aufgezogen.

Da von einigen Resektaten mehr als ein Paraffinblock vorhanden waren, wurde von
diesen zuerst jeweils ein mit Hamatoxylin / Eosin gefarbter Testschnitt von jedem
Block angefertigt. Daraufhin wurde durch lichtmikroskopische Evaluation
entschieden, welcher sich am besten fiir die Fragestellung eignete. Kriterien waren
ein groBer Karzinomanteil mit sichtbarem Ubergang zu normaler Mukosa oder
Adenomanteilen, eine gut erkennbare Invasionsfront des Karzinoms und eine

allgemein gute Qualitat des Schnittes ohne storende Gewebsfragmentierung.

2.5 Immunhistochemische Farbung

2.5.1 Prinzip

Zur Ildentifizierung und Darstellung der gesuchten Zellen kam eine indirekte immun-
histochemische Farbung nach der Dextranpolymer-Methode zum Einsatz.

Dabei bindet zuerst ein unkonjugierter primarer Antikérper an das nachzuweisende
Epitop. Im zweiten Schritt wird dessen Fc-Teil von Sekundarantikorpern erkannt, die
zusammen mit Peroxidasemolekiilen an ein Dextranpolymer-Backbone gebunden

sind.

Abbildung 2

/P Antigen
% Primarer Antikorper

% Sekundarer Antikorper
@ Peroxidase

“., .. Dextranpolymer-Backbone
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Der optische Nachweis des gesuchten Antigens erfolgt Gber die Peroxidasereakion,
bei der im Substratpuffer enthaltenes Wasserstoffperoxid, katalysiert durch die
Peroxidase, ein l6sliches, farbloses Chromogen (hier DAB) zu einem braun gefarbten,
unléslichen Niederschlag oxidiert.

Die primaren Antikdrper waren gegen folgende Antigene gerichtet:

Tabelle 6

Marker Zielmolekiil / Funktion Bedeutung / Interpretation

CDh4 Korezeptor des T-Zell-Rezeptors bei der MHC-II-  Marker fiir T-Helferzellen
gebundenen Antigenprasentation

CD8 Korezeptor des T-Zell-Rezeptors bei der MHC-I-  Marker fiir zytotoxische T-Zellen
gebundenen Antigenprasentation

CD25 a-Kette des IL-2 Rezeptors klassischer IHC-Marker fir Tregs,
v. a. bei Mdusen

CD57 HNK-1 (Adhasionsmolekiil) Marker fiir natiirliche Killerzellen

FoxP3 Forkhead Box Binding Protein (Transkriptions- Gebrauchlichster IHC-Marker zur
faktor) Treg-ldentifikation

Als Positivkontrolle dienten humane Tonsillenschnitte, als Negativkontrolle eindeutig
identifizierbare nicht-lymphozytire Gewebearten (z. B. glatte Muskulatur oder nicht

infiltrierte Mukosa), die auf jedem Tumorschnitt vorhanden waren.

2.5.2 Durchfiihrung

Die histologischen Tumorschnitte wurden zuerst 2 x 5 Minuten in Xylol deparaffiniert,
dann fir jeweils 2 Minuten in einer absteigenden Alkoholreihe (2 x 100 %, 96 %, 70 %
Isopropanol) und zuletzt destilliertem Wasser in wassrige Phase tberfihrt.

Darauf folgte die hitzeinduzierte Antigendemaskierung im Dampfgarer. Dabei wurden
die Schnitte fir jeweils 40 Minuten in der fur den jeweiligen primdren Antikorper
empfohlenen Pufferlésung erhitzt (siehe Tabelle 7).

Nach dem Abkihlen und Spllen der Objekttrager mit Leitungswasser wurde die
endogene Gewebsperoxidase durch finfminiltige Behandlung mit Blockierungsrea-
genz inaktiviert.

Nach grindlichem Abspilen unter flieRendem Wasser wurden die Schnitte jeweils
erst 5 Minuten in destilliertem Wasser gereinigt, dann wurden sie in TBS fir die
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nachfolgende Applikation des primaren Antikorpers vorbereitet, indem durch die
weitgehend physiologischen Werte des Puffers hinsichtlich Osmolaritat und pH
optimale Bedingungen fir die Inkubation geschaffen wurden.

Nun wurden auf jedes Praparat 100 ul des verdiinnten primaren Antikdrpers
aufgetragen und bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert. Die
verwendete Verdinnung und Inkubationszeit (siehe Tabelle 7) ergab sich aus
Herstellerempfehlungen, in wissenschaftlichen Publikationen dokumentierten
Werten und zahlreichen eigene Versuchsvarianten, in denen die Parameter fir ein

optimales Farbungsergebnis ermittelt wurden.

Tabelle 7
Antikérper Verdiinnung Vorbehandlung Inkubationszeit
cD4 1:40 EDTA (pH 8,0) 60 min
CD8 1:100 EDTA (pH 8,0) 30 min
CD25 1:100 Citrat (pH 6,1) 60 min
CD57 1:1600 EDTA (pH 8,0) 30 min
FoxP3 1:200 EDTA (pH 8,0) 30 min

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden nichtgebundene primare Antikoérper durch
wiederholtes Ausspilen mit TBS ausgewaschen, danach erfolgte das Auftragen von
100 pl des dextran- und peroxidasegekoppelten sekundaren Antikorpers, der in
gebrauchsfertiger Verdiinnung vorlag. Die Inkubation wurde in der feuchten Kammer
fir 30 Minuten bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Es folgte ein weiterer Auswaschvorgang mit TBS, der in gleicher Weise wie nach der
Inkubation des primaren Antikdrpers durchgefiihrt wurde, und das Auftragen des
Chromogens, das vorher im Verhaltnis 1:50 mit Substratpuffer vermischt worden
war. Die nun sichtbar ablaufende Peroxidasereaktion wurde standardisiert nach 5
Minuten durch Abspulen unter flieBendem Wasser beendet.

Im Anschluss erfolgte die Gegenfarbung fir 30 Sekunden in 1:5 verdiinnter
Hamalaunlésung mit anschlieBendem funfminitigem Abspilen der fertig gefarbten

Schnitte unter flieBendem Leitungswasser.
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Danach folgte die Entwisserung der Schnitte durch schrittweise Uberfiihrung in
organische Phase mittels einer aufsteigende Alkoholreihe (96 %, 100 % Isopropanol)
und 2 x Xylol als Intermedium. Zuletzt wurden die fertig bearbeiteten Schnitte mit

Einschlussmittel und Deckglaschen versiegelt.

2.5.3 Schematisches Farbeprotokoll

1. Entparaffinierung 5. Applikation des sekundaren Antikorpers
Xylol 5 min Sek. AK 100 pl 30 min
Xylol 5 min spilen mit TRIS
100 % Isopropanol 2 min 2x TRIS 5 min
100 % Isopropanol 2 min 6. Peroxidasereaktion

96 % Isopropanol 2 min DAB +Puffer (1:50) 100 pl 5 min

70 % Isopropanol 2 min Spulen mit Leitungswasser
aqua dest. 2 min aqua dest. 5 min
2. hitzeinduzierte Antigendemaskierung 7. Gegenfirbung
Kochen mit EDTA / Citrat 40 min Hamalaun (1:5) 30s
Spiilen mit Leitungswasser 5 min Spulen mit Leitungswasser 5 min
3. Blocken der endogenen Peroxidase 8. Entwasserung
Peroxidaseblock 100 pl 5 min 96 % Isopropanol 2 min
Spulen mit Leitungswasser 5 min 100 % Isopropanol 2 min
aqua dest. 5 min Xylol 2 min
TRIS 5 min Xylol 2 min
4. Applikation des primadren Antikérpers 9. Konservierung
Prim. AK 100 pl 30 min Eindecken mit Eukitt
spulen mit TRIS Deckglaschen
2x TRIS 5 min

2.6 Datenerhebung

Die gefarbten Schnitte wurden verblindet ohne Kenntnis des TNM-Stadiums oder der
Follow-Up-Daten unter dem Mikroskop evaluiert und der Bereich des Karzinoms
identifiziert. Daraufhin wurden standardisiert mit Hilfe der Kamera zwei Ubersichts-
aufnahmen mit 16-facher und 50-facher VergroRerung, sowie jeweils moglichst 5
Uberlappungsfreie Kamera-Gesichtsfelder mit 200-facher VergrofRerung aus dem
Innern des Tumors (=intratumoral) und aus dem Bereich der Invasionsfront

(= peritumoral) fotografiert (siehe Abbildung3, S.40). Hierdurch waren die
39



Tumorausschnitte fir Kontrollen jederzeit reproduzierbar und nicht storanfallig. Die
Unterscheidung nach der Lokalisation intratumoral / extratumoral hatte bereits zuvor
in anderen Studien zu TILs Anwendung gefunden [107, 109].

Dafilir wurden jeweils die Stellen mit der hochsten Dichte an positiv gefarbten Zellen
ausgewahlt. Wenn keine 5 Uberlappungsfreien Aufnahmen in einem deutlich
infiltrierten Bereich moglich waren, wurde deren Anzahl reduziert.

Schliellich lagen von 72,7 % der Schnitte finf intratumorale Aufnahmen vor, von
19,6 % vier. Damit konnten von 92,3 % mindestens vier Aufnahmen ausgewertet
werden. Im peritumoralen Bereich waren von 67,8 % der Schnitte finf Aufnahmen,

von 21,2 % vier vorhanden, folglich von 89,0 % mindestens vier.

Abbildung 3

CD25

Beispiele fiir die Einordnung der
Lokalisation von TILs nach

anhand reprasentativer Farbe-
ergebnisse aller verwendeten
Antikorper

(VergroRerung: 50-fach)
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Die Aufnahmen wurden im Format 2048 x 1536 Bildpunkte fir die — dadurch
reproduzierbare — Evaluation gespeichert. Im Anschluss wurden sie zur besseren
Erkennbarkeit der positiv gefarbten Zellen mit Hilfe der Stapelverarbeitungsfunktion
des Programms ImageJ kontrastoptimiert. Dabei wurde fiir samtliche Aufnahmen die
Einstellung enhance contrast (saturated pixels 0.0 %) verwendet.

Danach wurden die optimierten Bilder unter Benutzung der manuellen Zahlfunktion
Cell Counter desselben Programms ausgewertet (siehe Abbildung 4). Hierbei erfolgt
die Erfassung der gewiinschten Zellen manuell durch Anklicken, wobei die Klicks

automatisch gezahlt und bereits angewahlte Zellen graphisch markiert werden.

Abbildung 4
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Aus den funf ermittelten Zellzahlen wurde jeweils der Mittelwert fir den
intratumoralen und den peritumoralen Bereich errechnet.

Um eine bessere Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der ermittelten
durchschnittlichen Infiltrationsdichte zu erreichen, wurden die Zellzahlen pro

(Kamera-)Gesichtsfeld (1 GF 2 0,64 mm?) in Zellen pro mm? umgerechnet:

Zellen/GF

———— =Zellen/mm?
0,64 mm?/GF /
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2.7 Statistische Auswertung
Unterschiede zwischen stetigen Messwerten zweier Gruppen wurden aufgrund nicht
normalverteilter Werte mittels Mann-Whitney U-Test analysiert. Fiir Uberlebenskur-
ven und zur Berechnung von Risiken wurden zwei Gruppen gebildet (hohe / niedrige
Infiltrationsdichte). Dabei erfolgte die Einteilung nicht subjektiv, sondern aufgrund
der erhobenen Messwerte in Zellen/mm?, indem der jeweils ermittelte Median als
Cutoff verwendet wurde, so dass zwei gleich groBe Gruppen entstanden. Diese
Dichotomisierung erfolgte vor Beginn der statistischen Auswertung, eine nach-
tragliche ergebnisorientierte Anpassung fand nicht statt.
War es moglich, ein Risiko zu berechnen (zum Beispiel bei der Fragestellung, ob
Patienten mit hoher Infiltrationsdichte ein héheres Risiko fiir Lymphknotenbefall
haben), wurde der Exakte Fisher-Test verwendet, um die Odds Ratio sowie den p-
Wert zu berechnen.
Wie allgemein Ublich, wurden p-Werte < 0,05 als signifikant angesehen.
Zur zusatzlichen Untermauerung der Ergebnisse wurden die p-Werte in einem
zweiten Schritt unter dem Gesichtspunkt des multiplen Testens erneut bewertet. Um,
wie zunehmend gefordert, das Problem der a-Fehler-Kumulation [242] zu berlcksich-
tigen, wurden alle durchgefiihrten statistischen Tests nach der explorativen Simes-
Prozedur, beschrieben von Benjamini und Hochberg [243], auf Signifikanz Gberpruft.
Dabei werden alle ermittelten p-Werte nach der GréRe geordnet und der Reihe nach
mit einem ansteigenden lokalen Signifikanzniveau verglichen. Die zugehorigen
Nullhypothesen werden abgelehnt (d. h. der Unterschied gilt als statistisch
signifikant), solange gilt:
[

P = > Xglobal
wobei p(;y den p-Wert auf Platz i in der Reihenfolge, m die Anzahl aller p-Werte und
®g10pa1 das globale Signifikanzniveau (hier 0,05) bezeichnet.

(Durchfiihrung siehe Tabelle 17, Anhang S. 97)
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs
Die Verteilung der T-Kategorien zeigte einen Schwerpunkt auf T2 und T3 mit 43,8 %
und 46,2 %, wobei der zu erwartende Zuwachs an lymphknotenpositiven Patienten

von T2 (22,9 %) zu T3 (78,4 %) zu erkennen war.

Diagramm 1

Verteilung der pT-Kategorien im Patientenkollektiv

Lymphknotenstatus
7 m@no
// v+
2
N

Z

10
N
o (({é & \ R
m 2 BE!
histologis -Kategorie

g_ /%

Eingeteilt nach UICC-Stadien zeigte sich eine deutliche Haufung bei UICC | und Il mit
36,7 % und 32,1 %, nur 9 Patienten (11,3 %) befanden sich im UICC-Stadium I,

bedingt durch den niedrigen Anteil lymphknotennegativer T3/4-Karzinome.

Diagramm 2
Verteilung der UICC-Stadien im Patientenkollektiv

%
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3.2 Beschreibung der verschiedenen Farbungen
Insgesamt wurde jeder der immunhistochemischen Marker unter den tumorinfiltrie-
renden Lymphozyten nachgewiesen. Es zeigten sich jedoch Unterschiede im Farbe-

verhalten auf zellulirer Ebene sowie in der Anzahl der gefarbten Zellen pro mm?.

3.2.1 Farbecharakteristik

Die fir die Oberflaichenmarker CD8, CD4, CD25 und CD57 spezifischen Farbungen
zeigten eine membranstandige Farbung bei Lymphozyten, die diesen Marker
exprimierten. Je nach Schnittebene war zu erkennen, dass der Zellkern jeweils
ausgespart blieb. Die Farbung des Transkriptionsfaktors FoxP3 ergab eine spezifische
Kernfarbung ohne Beteiligung des Zytoplasmas oder der Membran.

Somit war das Plausibilitatskriterium des zu erwarteten Farbemusters erfillt.

Abbildung 6
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3.2.2 Verteilung der positiv gefarbten Zellen

In den Auszahlungen der Zellen pro mm? zeigten sich zwischen den einzelnen
Farbungen unterschiedlicher Spezifitdit deutliche Unterschiede. Unter den
verwendeten Markern wies CD57 mit einem Median von 16 intratumoralen und 33
peritumoralen Zellen pro mm? die geringste, CD4 mit 270 intratumoralen und 326
peritumoralen Zellen pro mm? die hochste Dichte auf (Diagramm 3; Tabelle 8).
Weiterhin fiel auf, dass bei allen Markern aul’er FoxP3 die intratumorale Infiltration
etwas niedriger war als die peritumorale.

Diagramm 3

Haufigkeitsverteilung

CcD4

CD8

CD25

CD57

FoxP3

900

800

700

600

Zellen / mm?
N w B w1
o o o o
T T T T

3

?

I I
intratumoral peritumoral

Tabelle 8

I I
intratumoral peritumoral

I I
intratumoral peritumoral
Lokalisation

I I
intratumoral peritumoral

Infiltrationsdichten der einzelnen Farbungen

I I
intratumoral peritumoral

Median (1. - 3. Quartil)*

Minimum / Maximum*

cD4 intratumoral 270 (197 - 368) 20/ 608
peritumoral 326 (214 - 425) 14 /938
CcD8 intratumoral 148 (79 - 266) 7/718
peritumoral 278 (181 -322) 61 /594
CD25 intratumoral 163 (93 -230) 15/ 442
peritumoral 201 (124 - 273) 30/ 341
CD57 intratumoral 16 (6 - 28) 0/126
peritumoral 33 (15-55) 2/174
FoxP3 intratumoral 163 (97 - 222) 22 /512
peritumoral 147 (88 - 205) 11/403

*Angabe in Zellen / mm?
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3.3 Korrelation mit klinischen / pathologischen Parametern

3.3.1 Tumorstadium

Es zeigten sich deutliche Unterschiede in der Anzahl der FoxP3-positiven Zellen,
zwischen Karzinomen verschiedener T-Kategorien. Die Infiltrationsdichte war bei T1-
Karzinomen am hochsten (siehe Diagramm 4).

Im Vergleich von T1/2 gegentiber T3/4 (lokal begrenzt vs. fortgeschritten) lag sowohl
bei intra- als auch bei peritumoralen FoxP3-positiven Zellen der p-Wert bei statistisch
hochsignifikanten 0,002 und 0,001. Alle anderen zellspezifischen Marker wiesen

keinen Unterschied zwischen beiden Gruppen auf (siehe Tabelle 10, S. 53).

Diagramm 4
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700 700 peritumoral
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3.3.2 Lymphknotenstatus

Ein eventueller Unterschied hinsichtlich der Lymphozyten-Infiltrationsdichte zwischen
nodal positiven und negativen Karzinomen wurde mittels Mann-Whitney U-Test
untersucht. Hier wiesen lymphknotenpositive Karzinome mit einem p-Wert von 0,032
eine signifikant geringere intratumorale Infiltrationsdichte mit FoxP3-positiven Zellen
auf (Diagramm 5). Bei den Infiltrationsdichten der Farbungen anderer Spezifitat

zeigte sich kein Unterschied zwischen beiden Gruppen (siehe auch Tabelle 10, S. 53).

Diagramm 5 Infiltrationsdichte und Lymphknotenstatus
CcD4 CD8 CD25 CD57 FoxP3
037
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N peritumoral
800 -p=0,032-,
34
700 °
20 12
600 o o
. 34 18
£ 500 - g . o
E o T 20
3 400 o
300} 7%
7
200 %
34 o34
o
* 5 76
100 o5 2 8,
1 4N &e
o
T T T T T T T T T T
NO N1/2 NO N1/2 NO N1/2 NO N1/2 NO N1/2

Lymphknotenstatus

Nach dem Nachweis eines signifikanten Unterschiedes in der intratumoralen Infiltra-
tion mit FoxP3-positiven Zellen wurde im zweiten Schritt untersucht, ob diese sich
eventuell als Risikofaktor oder protektiver Faktor fir Lymphknotenbefall heraus-
stellen wiirde. Dazu wurden die ermittelten Zellzahlen pro mm?* mit dem Median (147
Zellen / mmz) als Cutoff in hoch / niedrig dichotomisiert und mittels Exaktem Fisher-
Test die Odds Ratio berechnet. Hier erwies sich eine hohe Infiltrationsdichte als ein
signifikanter (p = 0,044) protektiver Faktor gegen Lymphknotenmetastasen mit einer

Odds Ratio von 0,360 (0,146 - 0,890).
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Im Umkehrschluss kann demnach eine niedrige Infiltrationsdichte als ein Risikofaktor

(OR =2,778) fur Lymphknotenbefall angesehen werden (siehe Tabelle 11, S. 54).

3.3.3 Histologisches Grading

Zur Analyse eines eventuellen Zusammenhangs zwischen der Infiltrationsdichte
positiv gefarbter Zellen und dem histologischen Grading des jeweiligen Karzinoms
wurden zwei Gruppen fiir low-grade (G1/2) und high-grade (G3/4) gebildet. Zwei
Patienten waren als ,G2-3“ eingestuft worden und wurden daher aus der Analyse
ausgeschlossen.

Bei low-grade-Karzinomen zeigte sich eine signifikant hohere Infiltration mit
intratumoralen CD4-positiven (p = 0,019), intratumoralen FoxP3-positiven (p = 0,012)

und peritumoralen FoxP3-positiven Zellen (p = 0,046) (Diagramm 6; Tabelle 10, S. 53).

Diagramm 6 " . . .
€ Infiltrationsdichte und Grading
Ccba CD8 CD25 CD57 FoxP3
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o
300 i
200 *5 34
34 4
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100 23% 12
i od
O—

I I
Low-Grade  High-Grade

I I
Low-Grade  High-Grade
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Grading

I
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3.3.4 Fernmetastasen

Zum Zeitpunkt der Operation wiesen 14 Patienten Fernmetastasen auf, im Follow-Up
folgten weitere 11 Falle mit metachroner Fernmetastasierung.

Untersucht wurden Unterschiede in der Infiltrationsdichte aller Marker zwischen
Karzinomen ohne und mit synchroner Fernmetastasierung. In der Untergruppe der
Patienten, die zum Operationszeitpunkt keine Metastasen aufwies, wurden
Karzinomen ohne und mit metachroner Fernmetastasierung verglichen, und
schlieBlich die beiden Gruppen Karzinome mit (synchroner und metachroner)
»,Gesamt-“Metastasierung und ohne Fernmetastasen im gesamten Beobachtungszeit-
raum (siehe Tabelle 9, S. 51). Der Vergleich der Infiltrationsdichten erfolgte durch den
Mann-Whitney U-Test.

Bei allen drei analysierten Paarungen zeigte sich eine signifikant hohere peritumorale
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen (p=0,011; p=0,012; p<0,001) bei
Karzinomen ohne Metastasen. Im Vergleich der synchronen Metastasierung zeigte
sich auch eine signifikant hohere intratumorale FoxP3-Infiltrationsdichte (p = 0,006).
Weiterhin wiesen Karzinomen mit metachroner Metastasierung eine signifikant
niedrigere peritumorale Infiltrationsdichte mit CD25-positiven Zellen auf (p = 0,045).
Wenn nun die Karzinome mit synchroner und metachroner Metastasierung als
Gruppe zusammengefasst wurde, zeigten diese Karzinome eine signifikant niedrigere
peritumorale CD25-Infiltrationsdichte (p =0,018) und intratumorale CD57-Infiltra-
tionsdichte (p = 0,036) als diejenigen ohne Metastasierung.

Daraufhin wurden erwahnten Infiltrationsdichten, die im Mann-Whitney U-Test einen
signifikanten Unterschied aufwiesen, auf eine eventuelle Rolle als Risikofaktor bzw.
protektiver Faktor analysiert.

Hier erwies sich nach Dichotomisierung eine hohe peritumorale FoxP3-Infiltrations-
dichte als signifikanter protektiver Faktor gegeniber synchroner, metachroner und
gesamter Metastasierung (Odds Ratio = 0,123; 0,214, 0,143). Eine hohe intratumorale
FoxP3-Infiltrationsdichte war ein signifikanter protektiver Faktor (OR=0,214)
gegenlber gesamter Metastasierung (95 %-Konfidenzintervalle und p-Werte siehe

Tabelle 11, S. 54).
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Tabelle 9

Korrelation der Infiltrationsdichten mit der Metastasierung

Verteilung der Patienten nach Metastasierung und Infiltrationsdichte a) p-Wert )

MO zum OP-Zeitpunkt M1 zum OP-Zeitpunkt

66 Patienten 14 Patienten
CcDa
intratumoral | 278 (193 - 373) 263 (196 - 362) p=0,709
peritumoral | 336 (224 - 456) 294 (186 - 391) p =0,260
CcD8
intratumoral | 148 (88 - 267) 155 (34 - 258) p = 0,455
peritumoral | 278 (197 - 315) 273 (136 - 385) p = 0,825
CD25
intratumoral | 174 (96 - 231) 131 (61-196) p=0,171
peritumoral | 205 (135 - 277) 133 (107 - 231) p =0,149
CD57
intratumoral | 17 (8 - 34) 10(4-22) p =0,068
peritumoral | 34(19-61) 16 (8 - 38) p = 0,055
FoxP3
intratumoral | 177 (106 - 232) 103 (71 -155) p = 0,006 (sig.)
peritumoral | 159 (92 - 209) 97 (63 - 137) p = 0,011 (sig.)

/ \

weiterhin MO im Follow-Up M1 im Follow-Up

55 Patienten 11 Patienten
CcDh4
intratumoral | 297 (195 - 398) 267 (136 - 279) p=0,119
peritumoral | 342 (243 - 455) 234 (189 - 468) p=0,177
CcD8
intratumoral | 157 (88 - 280) 122 (65 - 217) p=0,434
peritumoral | 275 (201 - 323) 280 (165 - 298) p=0,502
CD25
intratumoral | 162 (93 - 235) 178 (97 - 203) p=0,731
peritumoral | 216 (137 - 280) 160 (94 - 207) p = 0,045 (sig.)
CD57
intratumoral | 18 (8-37) 12 (7-17) p =0,245
peritumoral | 34 (20 - 60) 35 (13 -64) p=0,667
FoxP3
intratumoral | 185 (120 - 246) 127 (59 - 210) p=0,079
peritumoral | 171 (95 -213) 93 (42 -158) p = 0,012 (sig.)

nicht metastasierte Karzinome metastasierte Karzinome gesamt

55 Patienten 25 Patienten
CcDh4a
intratumoral | 297 (195 - 398) 264 (188 - 295) p=0,189
peritumoral | 342 (243 - 455) 257 (195 - 401) p=0,073
CcD8
intratumoral | 157 (88 - 280) 133 (52 -241) p=0,278
peritumoral | 275 (201 - 323) 280 (145 - 338) p = 0,503
CD25
intratumoral | 162 (93 - 235) 165 (76 - 196) p=0,241
peritumoral | 216 (137 - 280) 159 (106 - 213) p = 0,018 (sig.)
CD57
intratumoral | 18 (8 -37) 12 (5-19) p = 0,036 (sig.)
peritumoral | 34 (20 - 60) 22 (9-47) p =0,098
FoxP3
intratumoral | 185 (120 - 246) 104 (71-191) p = 0,098
peritumoral | 171 (95 -213) 94 (62 - 143) p < 0,001 (sig.)

@in Zellen / mm; Median (1. - 3. Quartil)

) Mann-Whitney-U-Test

51



3.3.5 Lokalrezidive

Im Follow-Up entwickelten 8 Patienten (10 %) ein Lokalrezidiv, 7 davon waren zum
Operationszeitpunkt lymphknotenpositiv.

Es wurden Unterschiede in der Infiltrationsdichte aller Marker zwischen Patienten mit
und ohne Lokalrezidiv durch einen Mann-Whitney U-Test analysiert.

Hier zeigte sich, dass bei Patienten ohne Lokalrezidiv die intra- und peritumorale
CD57-Infiltrationsdichte (p=0,032; p=0,003) und die peritumorale FoxP3-Infil-
trationsdichte (p = 0,005) signifikant héher war (Diagramm 7; Tabelle 10, S. 53).

Diagramm 7 . . . .
Infiltrationsdichte und Lokalrezidive
CD4 CD8 CD25 CD57 FoxP3
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Lokalrezidivim Follow-Up

Auch diese Marker wurden auf ihre Rolle als Risikofaktor oder protektiver Marker
Uberprift. Hier erwies sich nur eine hohe intratumorale Infiltrationsdichte mit CD57-
positiven Zellen als signifikanter (p = 0,005) protektiver Faktor gegen Lokalrezidive
mit einer Odds Ration von 0, da alle LR-Falle ausschliel3lich bei niedriger Infiltrations-
dichte aufgetreten waren.

(p-Werte der anderen — nicht signifikanten — Marker siehe Tabelle 10, S. 53 und
Tabelle 11, S. 54)
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Tabelle 10
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Tabelle 11

Zusammenstellung der durchgefiihrten Risikoberechnungen

Lymphknotenbefall
N- N+ 0dds Ratio (95 %-KI) @ p-Wert ?
FoxP3 intratumoral
hohe Infiltrationsdichte 25 Patienten 15 Patienten 0,360
niedrige Infiltrationsdichte 15 Patienten 25 Patienten (0,146 - 0,890) 0,044 (sig.)
synchrone Metastasierung
M- M+ 0Odds Ratio (95 %-KI) @ p-Wert ?
FoxP3 intratumoral
hohe Infiltrationsdichte 37 Patienten 3 Patienten 0,214
niedrige Infiltrationsdichte 29 Patienten 11 Patienten (0,055 - 0,838) 0,037 (sig.)
peritumoral
hohe Infiltrationsdichte 38 Patienten 2 Patienten 0,123
niedrige Infiltrationsdichte 28 Patienten 12 Patienten (0,025 - 0,593) 0,006 (sig.)
metachrone Metastasierung
mM- mM+ 0Odds Ratio (95 %-KI) @ p-Wert ?
CD25  peritumoral
hohe Infiltrationsdichte 32 Patienten 4 Patienten 0,411
niedrige Infiltrationsdichte 23 Patienten 7 Patienten (0,108 - 1,569) 0,206
FoxP3  peritumoral
hohe Infiltrationsdichte 35 Patienten 3 Patienten 0,214
niedrige Infiltrationsdichte 20 Patienten 8 Patienten (0,051 - 0,901) 0,043 (sig.)
Gesamtmetastasierung
gM- gM+ 0dds Ratio (95 %-K1) @ p-Wert @
CD25  peritumoral
hohe Infiltrationsdichte 32 Patienten 8 Patienten 0,338
niedrige Infiltrationsdichte 23 Patienten 17 Patienten (0,125-0,916) 0,053
CD57  peritumoral
hohe Infiltrationsdichte 32 Patienten 8 Patienten 0,338
niedrige Infiltrationsdichte 23 Patienten 17 Patienten (0,125 -0,916) 0,053
FoxP3  peritumoral
hohe Infiltrationsdichte 35 Patienten 5 Patienten 0,143
niedrige Infiltrationsdichte 20 Patienten 20 Patienten (0,046 - 0,439) 0,001 (sig.)
Lokalrezidiv
nein ja 0dds Ratio (95 %-KI) © p-Wert @
CD57  intratumoral
hohe Infiltrationsdichte 40 Patienten 0 Patienten 0*
niedrige Infiltrationsdichte 32 Patienten 8 Patienten 0,005 (sig.)
peritumoral
hohe Infiltrationsdichte 39 Patienten 1 Patient 0,121
niedrige Infiltrationsdichte 33 Patienten 7 Patienten (0,014 -1,033) 0,057
FoxP3 peritumoral
hohe Infiltrationsdichte 39 Patienten 1 Patient 0,121
niedrige Infiltrationsdichte 33 Patienten 7 Patienten (0,014 -1,033) 0,057

* OR =0 bzw. geht gegen 0, da eine der Haufigkeiten =0

®Exakter Fisher-Test (2-seitig)
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34 Uberlebenszeitanalyse

3.4.1 Univariate Analyse des lokalrezidivfreien Uberlebens

Es wurde eine Analyse des lokalrezidivfreien Uberlebens mit den verschiedenen
dichotomisierten Infiltrationsdichten als Einflussfaktoren in Form von Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven angefertigt (siehe Diagramm 8, S. 56). Der Vergleich der Einfluss-
faktoren erfolgte im univariaten Log-Rank-Test (Tabelle 12).

Es ergab sich eine signifikant langere Lokalrezidivfreiheit fir Karzinome mit einer
hohen peritumoralen CD4-Infiltration (p=0,019), einer hohen intratumoralen
(p=0,003) und peritumoralen (p=0,027) CD57-Infiltration sowie einer hohen

intratumoralen (p = 0,030) und peritumoralen (p = 0,005) FoxP3-Infiltration.

Tabelle 12
Analyse des lokalrezidivfreien Uberlebens

5-Jahres-LR-

(a)
Freiheitsrate p-Wert
cD4 intratumorale Infiltration
hoch 89,0 %
niedrig 92,0 % 0,616
peritumorale Infiltration
hoch 94,4 %
niedrig 79,6 % 0,019 (sig.)
CcD8 intratumorale Infiltration
hoch 96,9 %
niedrig 82,2 % 0,095
peritumorale Infiltration
hoch 91,8 %
niedrig 87,2 % 0,963
CD25 intratumorale Infiltration
hoch 93,3%
niedrig 85,9 % 0,367
peritumorale Infiltration
hoch 94,5 %
niedrig 84,3 % 0,098
CD57 intratumorale Infiltration
hoch 100 %
niedrig 79,0 % 0,003 (sig.)
peritumorale Infiltration
hoch 97,5 %
niedrig 81,4% 0,027 (sig.)
FoxP3 intratumorale Infiltration
hoch 97,5 %
niedrig 77,8 % 0,030 (sig.)
peritumorale Infiltration
hoch 97,5 %
niedrig 77,8 % 0,005 (sig.)

@)L og-Rank-Test
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Diagramm 8
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3.4.2 Univariate Analyse des Gesamtiiberlebens

Ebenso wurden alle dichotomisierten Infiltrationsdichten als Einflussfaktoren auf das
Gesamtiiberleben analysiert (Kaplan-Meier-Uberlebenskurven siehe Diagramm 9,
S.59).

Der Vergleich der Einflussfaktoren erfolgte im univariaten Log-Rank-Test. Hier ergab
sich ein statistisch hochsignifikanter Uberlebensvorteil fiir Patienten mit Karzinomen,
die eine hohe Infiltrationsdichte FoxP3-positiver Zellen, sowohl intra- als auch
peritumoral, oder eine hohe intratumorale CD4-Infiltration aufwiesen mit jeweils
p <0,001.

Weiterhin zeigte sich auch bei einer hohen peritumoralen CD4- und CD25-Infil-
trationsdichte ein signifikant lingeres Uberleben mit p = 0,036 und p = 0,044 (weitere

Kennzahlen und Ergebnisse siehe Tabelle 13, S. 58).

3.4.3 Multivariate Cox-Regression

Um den nachgewiesenen Einfluss der Infiltrationsdichten auf das Gesamtiberleben
weiter zu untermauern und womoglich eine Rolle als unabhangiger prognostischer
Faktor zu belegen, wurde eine multivariate Cox-Regression durchgefiihrt. Neben den
Infiltrationsdichten aller untersuchten Marker wurde auch die T-Kategorie, der
Lymphknotenstatus, synchrone Fernmetastasen und das Grading mit einbezogen. In
Tabelle 13, S. 58 sind die Kennzahlen und p-Werte aller untersuchten Einflussfaktoren
aufgefihrt.

Als signifikante unabhangige Prognosefaktoren fir ein langeres Gesamtiiberleben
bestatigten sich eine hohe intratumorale Infiltrationsdichte mit FoxP3- und CD4-
positiven Zellen (p = 0,001; p < 0,001) , eine hohe peritumorale Infiltrationsdichte mit
CD8-positiven Zellen (p =0,026) sowie ein negativer N- und M-Status (p = 0,024,
p =0,013).
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Tabelle 13

Analyse der Einflussfaktoren auf das Gesamtiiberleben

Mittleres Uberleben 5-Jahres- p-Wert p-Wert
(Monate) Uberlebensrate univariat © multivariat
cD4 intratumorale Infiltration
hoch 119,4 84,0 %
niedrig 64,7 46,6 % < 0,001 (sig.) < 0,001 (sig.)
peritumorale Infiltration
hoch 107,9 78,3 %
niedrig 64,6 53,1% 0,036 (sig.) 0,891
CcD8 intratumorale Infiltration
hoch 100,3 68,5 %
niedrig 87,7 61,9 % 0,347 0,460
peritumorale Infiltration
hoch 77,8 65,0 %
niedrig 93,6 65,6 % 0,938 0,026 (sig.)
CD25 intratumorale Infiltration
hoch 100,2 71,2 %
niedrig 72,8 59,6 % 0,382 0,749
peritumorale Infiltration
hoch 107,8 74,4 %
niedrig 63,7 55,4 % 0,044 (sig.) 0,743
CD57 intratumorale Infiltration
hoch 97,6 73,6 %
niedrig 87,7 56,8 % 0,375 0,061
peritumorale Infiltration
hoch 88,3 64,1 %
niedrig 98,0 66,8 % 0,480 0,093
FoxP3 intratumorale Infiltration
hoch 124,1 82,1%
niedrig 53,7 46,8 % < 0,001 (sig.) 0,001 (sig.)
peritumorale Infiltration
hoch 124,2 82,5%
niedrig 65,8 45,8 % < 0,001 (sig.) 0,805
T-Status (TL/T2/73/T4) 0,118
N-Status (NO/ N1+2) 0,024 (sig.)
M-Status (MO / M1) 0,013 (sig.)
Grading  (low-grade / high-grade) 0,305

Statistische Verfahren: (a)Log-Rank-Test, (b)Cox-Regression
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Diagramm 9 Analyse des Gesamtiiberlebens
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3.4.4 Anpassung des lokalen Signifikanzniveaus

Nach Erfassung aller durchgefiihrten statistischen Tests wurde fir jeden eine
Nullhypothese formuliert und die zugehorigen p-Werte der GrélRe nach geordnet
(Tabelle 17, S. 97). Im Anschluss wurde die explorative Simes-Prozedur durchgefiihrt.
Folgende Aussagen haben sich nach Anpassung des lokalen Signifikanzniveaus als

hochsignifikant bestatigt:

Tabelle 14
Aussagen zum T-Status
Aussage durchgefiihrter Test p-Wert
Patienten im Stadium T1/2 haben eine héhere peritumorale Mann-Whitney U-
. . . . 0,001
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen Test
Patienten im Stadium T1/2 haben eine héhere intratumorale Mann-Whitney U-
. . . . 0,002
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen Test
Aussagen zur Fernmetastasierung
Aussage durchgefiihrter Test p-Wert
Patienten mit synchroner Metastasierung haben eine niedrigere Mann-Whitney U- 0.006
intratumorale Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen Test !

Das Risiko des Auftretens von synchroner Fernmetastasierung bei
Patienten mit niedriger peritumoraler Infiltration mit CD25- Exakter Fisher-Test 0,006
positiven Zellen ist hoher

Patienten mit synchroner oder metachroner Metastasierung
haben eine niedrigere peritumorale Infiltration mit FoxP3-
positiven Zellen

Mann-Whitney U-

Test <0,001

Das Risiko des Auftretens von synchroner oder metachroner
Fernmetastasierung bei Patienten mit niedriger peritumoraler Exakter Fisher-Test 0,001
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen ist hoher

Aussagen zu Lokalrezidiven

Aussage durchgefiihrter Test p-Wert
Patienten mit Lokalrezidiv haben eine niedrigere peritumorale Mann-Whitney U- 0.003
Infiltration mit CD57-positiven Zellen Test !
Patienten mit Lokalrezidiv haben eine niedrigere peritumorale Mann-Whitney U- 0.005
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen Test !

Das Risiko des Auftretens von Lokalrezidiven bei Patienten mit .
niedriger intratumoraler Infiltration mit CD57-positiven Zellen ist Exakter Fisher-Test 0,005
hoher
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Aussagen zum rezidivfreien Uberleben

Aussage durchgefiihrter Test p-Wert
Patienten mit k‘lohfer intratum'oraIer'lnfi'l.tration an CD57-positiven Log-Rank-Test 0,003
Zellen haben ein langeres rezidivfreies Uberleben
Patienten mit k‘lohfer peritumc'>rjaler I'nfiljc'ration an FoxP3-positiven Log-Rank-Test 0,005
Zellen haben ein langeres rezidivfreies Uberleben
Aussagen zum Gesamtiiberleben
Aussage durchgefiihrter Test p-Wert
Patienten mit hoher intratumoraler Infiltration an CD4-positiven
L .. Log-Rank-Test < 0,001
Zellen haben ein langeres Gesamtiiberleben
Patienten mit hoher intratumoraler Infiltration an FoxP3-positiven
L .. Log-Rank-Test < 0,001
Zellen haben ein langeres Gesamtiiberleben
Patienten mit hoher peritumoraler Infiltration an FoxP3-positiven
L .. Log-Rank-Test < 0,001
Zellen haben ein langeres Gesamtiiberleben
Die intratumorale Infiltrationsdichte mit CD4-positiven Zellen ist Cox-Regression <0.001
ein unabhangiger Einflussfaktor auf das Gesamtiiberleben & !
Die intrat le Infiltrati dicht it FoxP3- iti Zellen ist
ie intratumorale Infiltrationsdichte mit FoxP3-positiven Zellen is Cox-Regression 0,001

ein unabhangiger Einflussfaktor auf das Gesamtiiberleben
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der peri- und intratumoralen Infiltrations-
dichte mit FoxP3-positiven regulatorischen T-Zellen als prognostischer Faktor beim
Rektumkarzinom untersucht. Hierbei zeigten sich von allen analysierten Farbungen
hauptsachlich bei FoxP3, etwas seltener bei CD4, CD25, CD8 und CD57 signifikante
Unterschiede in den ermittelten Infiltrationsdichten bei verschiedenen Auspragungen
von klinischen und pathologischen Parametern. Die drei erstgenannten Marker
werden bekanntermalRen von den meisten Tregs exprimiert [133-137, 139-143],
wobei sich FoxP3 als der spezifischste und zur Identifikation am besten geeignete
herausgestellt hat [122-125]. In den immunhistochemischen Analysen vorausgegan-
gener Untersuchungen wurden daher FoxP3-positive Zellen als Tregs angesehen,
wenngleich hier kleine Einschrankungen hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitat
beachtet werden missen (siehe Kapitel 1.8.2, S.22). Aufgrund der angestrebten
Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der erwahnten Studien wurde hier ebenso
verfahren, das heilst Lymphozyten mit einer FoxP3-positiven Kernfarbung wurden als
Tregs angesehen.

Es zeigte sich eine signifikante Assoziation hoher Treg-Infiltrationen mit niedriger
Tumorkategorie, niedrigem Grading, Abwesenheit von synchronen und metachronen
Fernmetastasen und Lokalrezidiven. Weiterhin ergab eine Uberlebenszeitanalyse ein
hochsignifikant langeres lokalrezidivfreies Uberleben (p = 0,005) und Gesamtiiberle-
ben bei hoher Treg-Infiltrationsdichte (p <0,001). Auch in der multivariaten Cox-
Regression blieb dieser Einfluss erhalten (p = 0,001).

Zusammenfassend beinhalten diese Ergebnisse eine hohe Anzahl eindeutiger Aus-
sagen mit hoher Signifikanz, die in der Zusammenschau eine schlissige, konsequent
aufeinander aufbauende Gesamtaussage ergeben. Diese steht jedoch im Wider-
spruch zu den meisten bisherigen Erkenntnissen zu dieser Thematik. Daher wird im
Folgenden die bisherige — hypothetisch nachvollziehbare — Annahme, eine

Suppression der Immunantwort gegen Malignome sei grundsatzlich kontraproduktiv,
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unter Bericksichtigung dieser Ergebnisse und im Vergleich mit anderen Studien

analysiert und kritisch diskutiert.

4.1 Bisher bekannte Ergebnisse beim kolorektalen Karzinom

Da zum Zeitpunkt der Auswertung keine klinischen Studien zur Rolle von Tregs in
Rektumkarzinomen bekannt waren, wurden die teilweise widersprichlichen Ergeb-
nisse zu kolorektalen Karzinomen (CRCs) recherchiert und zusammengestellt
(Tabelle 15, S. 64). Wie im Fall der meisten anderen Tumorentitaten wurde auch bei
CRCs eine signifikant hohere Dichte von FoxP3-positiven Tregs im Tumorgewebe als
in gesunder Mukosa nachgewiesen [237-239].

Allerdings wurden bei CRCs in einigen Untersuchungen, die eigenen Ergebnisse
miteingeschlossen, signifikant hohere Treg-Infiltrationen in friheren Tumorstadien
festgestellt, sowohl bei T1/2 Karzinomen gegenuber T3/4 [239, 240], als auch bei
UICC Il gegentiber UICC lll [239] und UICC I/ Il gegentber UICC lll / IV [237]. Damit
wurde eine héhere Treg-Infiltrationsdichte bei einer eindeutig glinstigeren klinischen
Prognose nachgewiesen.

Dieser Darstellung einer hohen Treg-Infiltration als vorteilhaften Marker steht eine
anderweitig festgestellte Assoziation mit negativen Parametern gegentiber. So stell-
ten Suzuki et al. eine signifikant hohere Treg-Infiltrationsdichte bei nodal positiven
gegenlber negativen Karzinomen fest [236], was im Widerspruch zu der genannten
Assoziation mit frihen UICC-Stadien steht. In einer weiteren Untersuchung konnten
Ling et al. schlielllich keinerlei Korrelation mit klinischen oder pathologischen
Parametern nachweisen [238].

Ebenso wie die Ergebnisse zur Korrelation mit klinischen und pathologischen Parame-
tern sind auch die Aussagen zur prognostischen Bedeutung von Tregs bei CRCs sehr
heterogen. Die Resultate (siehe Tabelle 15, S. 64) reichen von signifikant langerem
tumorfreien und Gesamtiberleben bei erhohtem CD8 / FoxP3-Quotient und damit
einer indirekten Einordnung der Tregs als prognostisch unglinstigen Marker [236],
Uber keine prognostische Aussagekraft [237, 238] bis zu einem signifikant positiven

Effekt von intratumoralen Tregs auf das Gesamtiberleben [239-241].
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Tabelle 15

Bisherige Ergebnisse zu Tregs (definiert als FoxP3-positive Lymphozyten) in CRCs

Autoren Patientenkollektiv signifikante Aussagen

Loddenkemper et al. 40 Patienten, [ hohere Treg-Infiltration bei UICC 1/ Il als bei

[237] UICC I-IV /v

Suzuki et al. [236] 95 Patienten, [ hohe Treg-Infiltration ist mit positivem N-Status
UICC I-11I assoziiert

Ohoher CD8 / FoxP3-Quotient korreliert mit
langerem rezidivfreien- und Gesamtiiberleben

Ling et al. [238] 100 Patienten, [ hohere Treg-Dichte im Tumorgewebe verglichen
UICC I-IV mit gesunder Mukosa

Salama et al. [239] 967 Patienten, [ hohe Treg-Infiltration korreliert mit langerem
UICC Il und 11l Gesamtliiberleben, niedrigerem T- und

UICC -Status

Frey et al. [240] 1420 Patienten, [ hohe Treg-Infiltration korreliert mit niedrigerem
UICC I-IV* T-Status™ und langerem Gesamtiiberleben*

Correale et al. [241] 57 Patienten, [ hohe Treg-Infiltration korreliert mit langerem
uICC IV rezidivfreien- und Gesamtiberleben

* Getrennt nach Mikrosatelliteninstabilitat, die Aussage zum Gesamtiberleben
gilt fur beide Gruppen, die Korrelation mit dem T-Status nur fiir Karzinome
ohne MSI

Correale et al. [241] begriindeten die gute Prognose bei einer hohen Treg-Infiltra-
tionsdichte unter anderem mit deren Funktion als Schutzmechanismus vor Auto-
immunitdat und einer UberschieBenden Entziindungsreaktion, wobei diese Studie
jedoch nur Patienten im Stadium UICC IV umfasste. Demgegenliber begriindeten
Suzuki et al. [236], die eine hohe Treg-Infiltration als einen negativen prognostischen
Marker identifizierten, ihre Ergebnisse mit der immunsuppresiven Funktion der Tregs.
Diese Gegentberstellung macht bereits deutlich, dass eine gleiche Funktion als Er-
klarung fur gegensatzliche Ergebnisse dienen kann. Daher soll im Folgenden erortert
werden, welche Griinde fir die Unterschiede der einzelnen Studienergebnisse in
Frage kommen und warum gerade beim CRC eine Hemmung der Immunantwort
unter Umstanden zu einer Prognoseverbesserung fihren kann.

Als mogliche Griinde fiir die Heterogenitat der verschiedenen Studienergebnisse ist,

unabhangig von den jeweiligen Hypothesen und dem Studiendesign, zu erkennen,
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dass sich jeweils die Fallzahlen, Einschlusskriterien und damit die Patientenkollektive
der einzelnen Studien deutlich unterscheiden, was somit eine Vergleichbarkeit er-

schweren oder teilweise unmadglich machen kann.

4.2 Vergleichbarkeit der einzelnen Studien

Definition und Quantifizierung der Tregs

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, gibt es unterschiedliche Methoden, Tregs zu
definieren. Obwohl sich FoxP3 als derzeit gebrauchlichster immunhistochemischer
Marker mittlerweile durchgesetzt hat [124, 125], wird, vor allem in alteren Studien,
noch der CD4'CD25"*-Phianotyp als Tregs definiert [128, 133, 157, 164, 202, 209, 231].
Da diese Zuordnung aufgrund der ungeniigenden Spezifitdit nur eingeschrankt gilt
[122, 130-132], ist eine direkte Vergleichbarkeit der Ergebnisse unterschiedlicher
Untersuchungen zu Tregs nicht immer gegeben.

Die aufgefiihrten Studien zum kolorektalen Karzinom, ebenso wie die eigenen Ergeb-
nisse, sind jedoch zumindest in der Definition von Tregs als FoxP3-positive Lympho-
zyten vergleichbar [236-241]. Die Quantifizierung der Treg-Infiltration erfolgte
entweder durch manuelles Auszahlen von gefarbten Zellen pro Gesichtsfeld [236-238,
240] oder durch Evaluation mit Bildanalysesoftware [239]. Somit ist auch hier eine
weitgehende Vergleichbarkeit gegeben. Unterschiede bestehen jedoch in der Anzahl
der analysierten Gesichtsfelder (1 [240],4 [238], 5 [241], 10 [236, 237]) und deren
Auswahl (hochste Dichte [236] oder zufallig [237, 238, 240, 241]).

Patientenkollektive

Hinsichtlich der Anzahl und Auswahl der Patienten unterscheiden sich die einzelnen
Studien erheblich. So waren nur in drei Patientenkollektiven alle vier UICC-Stadien
vertreten [237, 238, 240]. Die restlichen Studien beschrankten sich auf drei [236],
zwei [239], oder nur ein UICC-Stadium [241]. Dadurch ist die Vergleichbarkeit der
einzelnen Studienergebnisse eingeschrankt, da es naheliegend ist, dass Ergebnisse
von Patienten im Stadium UICC IV nicht ohne weiteres mit denen im Stadium I-ll|

verglichen werden kénnen.
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Weiterhin unterschieden alle diese Studien nicht zwischen Rektum- und Kolonkarzi-
nomen, deren Unterschiede bereits besprochen wurden (Unterschiedliches lympho-
genes Metastasierungsverhalten und hoherer Anteil an lymphknotenpositiven Karzi-
nomen [13], hohere Lokalrezidivrate [14, 15], insgesamt schlechtere Prognose bei

Rektumkarzinomen [16]).

4.3 Interpretation und Gegeniiberstellung der eigenen Ergebnisse

Unabhangig von den verschiedenen Studiendesigns stellt sich die Frage, wie eine
hohe Treg-Infiltrationsdichte, im Gegensatz zu den meisten anderen Tumorentitaten,
beim Rektumkarzinom dennoch zu einer Prognoseverbesserung fihren kann. Ansatze
hierzu bietet eine differenzierte Betrachtung der peritumoralen Immunreaktion und

der daran beteiligten Akteure.

Die lokale Entziindungsreaktion

Die lokale Entziindung als Zeichen der Immunabwehr gegen das kolorektale oder
Rektumkarzinom wurde bereits mehrfach analysiert [93, 106, 107, 109]. Fur
Rektumkarzinome ergab sich bei unspezifischer Betrachtung der Immunreaktion eine
Korrelation zwischen hohen Zahlen an infiltrierenden Immunzellen, lingerem Uber-
leben, niedrigerer Rezidivrate und weniger Fernmetastasierung [93]. Pages et al.
belegten, dass bei CRCs eine verbesserte Prognose aus einer hohen Infiltrationsdichte
mit Effektor-T-Zellen resultierte [106]. Weiterhin zeigten sie, dass bei kombinierter
Analyse der Dichte von CD3-positiven T-Effektor- und CD45R0-positiven T-Gedacht-
niszellen jeweils eine hohe Infiltration durch beide Zelltypen als ein glinstiger Faktor
anzusehen ist und eine bessere prognostische Aussagekraft hat als die konventionelle
TNM-Klassifikation [107, 109]. Damit wurde bereits schon das prognostische Potential
einer Auswertung der Immunreaktion des Organismus gegen das Karzinom
eindriicklich demonstriert, bisher aber noch nicht in die klinische Routine
Ubernommen. Ebenso zeigten unsere Ergebnisse eine deutliche prognostische

Aussagekraft, die im Folgenden interpretiert und kritisch hinterfragt werden soll.
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Die Rolle der Tregs in der lokalen Immunabwehr

Da die physiologische Funktion der Tregs unter anderem die Eindammung
UberschieBender Immunreaktionen ist [146-149], akkumulieren sie im Bereich einer
lokalen Entziindungsreaktion [245, 246]. Da diese Hemmung in einem ausgeglichenen
Immunsystem ein physiologischer Vorgang ist kann eine erhoéhte Zahl an tumor-
infiltrierenden Tregs daher als indirekter Marker fiir eine ausgepragte lokale Immun-
reaktion und damit als prognostisch vorteilhaft angesehen werden [241, 245]. Diese
Erklarung steht jedoch im Widerspruch zu den Untersuchungsergebnissen der
meisten anderen Malignome, bei denen sich eine hohe Treg-Infiltrationsdichte als
prognostisch negativ herausgestellt hat [115, 221-231]. Denn gerade im Fall einer
Immunabwehr gegen Malignome kann die immunsuppressive Aktivitat der Tregs
Uberhand nehmen und zu einer immunologischen Toleranz gegen den Tumor flihren
[119, 161-164, 178, 184, 206, 206-209]. AuBerdem wurde mehrfach nachgewiesen,
dass Tumorzellen in der Lage sind, Tregs fir diesem Zweck zu rekrutieren [115-117,
204]. Die Konsequenz dieser Funktion ist eine Hemmung der Immunabwehr gegen
das Karzinom und damit die Interpretation einer erhéhten Treg-Dichte als offen-
sichlich prognostisch negativ. Daher sollte analysiert werden, was das Rektum-
karzinom oder das CRC von diesen anderen Tumoren unterscheidet.

Im Gastrointestinaltrakt ist es bekannt, dass eine chronische Entziindung sowohl die
Karzinogenese fordern als auch die Tumorprogression beeinflussen kann, unter
anderem auch bei kolorektalen Karzinomen [248-256]. So wurde auch ein protektiver
Effekt einer langjahrigen Einnahme von ASS oder anderen Antiphlogistika auf die
Entstehung von CRCs nachgewiesen [257, 258].

Daher ist es denkbar, dass Tregs durch ihre antiinflammatorische Wirkung moglicher-
weise einer Tumorprogression entgegenwirken [240, 259, 260]. Passend dazu wurde
bei einem Mausmodell, dessen Tregs durch IL-10-Knockout in ihrer immunsuppressi-
ven Funktion deutlich eingeschrankt waren, demonstriert, dass friihe invasive CRCs
durch Transfer von uneingeschrankt funktionstiichtigen Wildtyp-Tregs vollstandig

reversibel waren [261].
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Th17-Transformation durch chronische Inflammation

Die dichtere Treg-Infiltration in friheren gegeniber fortgeschrittenen Karzinomen
konnte unter anderem auch durch die bereits beschriebene Th17-Transformation
(siehe Kapitel 1.8.5, S.26) erklart werden. Die chronische Inflammation um
Karzinome begtinstigt sowohl die Induktion von Th17-Zellen aus naiven CD4-positiven
Ths, als auch die Th17-Transformation von Tregs [188, 194-198]. Dies kdnnte eine
Reduktion der Treg-Dichte Uber die Zeit des Bestehens des Karzinoms bewirken und
damit eine geringere Anzahl an Tregs in fortgeschritteneren Karzinomen [247], wie
von Loddenkemper et al. [237], Salama et al. [239] und Frey et al. [240] beschrieben
sowie auch in den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Damit ware auch eine
positive Ruckkopplung der Tumorprogression in fortgeschrittenen Karzinomen
moglich: Durch den Verlust der Tregs nimmt die Entziindungsaktivitat zu, was zu

einer weiteren Stimulation des Tumorwachstums fihrt [240, 259, 260].

Die Lokalisation im Gastrointestinaltrakt

Da sich auller beim kolorektalen Karzinom auch bei anderen Karzinomen des
Gastrointestinaltrakts, bei Osophagus- [232], Anal- [244] und Kardiakarzinomen [233]
tumorinfiltrierende Tregs im Gegensatz zu den erwarteten Effekten als positive Pro-
gnosemarker herausgestellt haben, scheint diese Lokalisation einen Einfluss auf die
Funktion der Tregs im Gesamtkontext aus Tumor und Immunreaktion zu haben. Der

Gastrointestinaltrakt zeichnet sich unter anderem durch drei Besonderheiten aus:

[Thoher Zell-Turnover des Epithels [262, 263]
[Jhohe lymphatische Dichte [269, 270]

[IBesiedelung mit spezifischen (immunmodulierenden) Darmbakterien [265-268]

Dadurch entsteht ein dullerst sensibles immunologisches Gleichgewicht des
enterischen Immunsystems, an dessen Etablierung und Aufrechterhaltung die Tregs
maldgeblich beteiligt sind [157, 158, 264].

Die wichtige Rolle des Darmimmunsystems in der Entstehung von Pathologien wie

chronisch entzlindlichen Darmkrankheiten (CEDs) und Karzinomen wurde schon
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mehrfach belegt [248-256, 265-268]. Der Darm als Organ, das sehr reich mit
lymphatischem Gewebe durchsetzt ist, nimmt damit eine Sonderstellung innerhalb
des Organismus ein und wird oft in seiner Gesamtheit als lymphatisches Organ
angesehen [269, 270]. Das steht im Einklang mit der Tatsache, dass eine erhohte
Infiltration durch Tregs auch bei verschiedenen Lymphomen als prognostisch guter
Marker erkannt wurde [234, 235].

Eine weitere Besonderheit des enterischen Immunsystems ist die physiologische
Toleranz gegeniiber einer symbiontischen Besiedelung durch Darmbakterien.
Ergebnisse von Tierversuchen legen nahe, dass Darmbakterien durch lokale Inter-
aktion mit Tregs maligeblich an der Etablierung der antiinflammatrischen Kompo-
nente der immunologischen Homoostase beteiligt sind [157, 158, 271] und dadurch
vor chronisch entziindlichen Darmkrankheiten schiitzen kdnnen [265-268]. Weiterhin
wurde gezeigt, dass Tregs von Mausen, die Kontakt mit Darmbakterien hatten,
effektiver vor einer Immunimbalance schiitzen kénnen als naive Tregs, die aus
sterilen Tieren gewonnen worden waren [247]. Dadurch kénnten durch Darmbakteri-
en gepragte Tregs moglicherweise einer inflammatorisch bedingten Karzinogenese

oder Tumorprogression entgegenwirken [240, 247, 251-256, 259, 260].

Bei Tumoren der Haut, als weitere mit spezifischen Bakterien besiedelte Grenzflache
des menschlichen Koérpers, die jedoch gegenliiber dem Gl nicht als lymphatisches
Organ bezeichnet werden kann, lassen die bisherigen Untersuchungen zur Rolle von
Tregs keine Ergebnisse in dieselbe Richtung erkennen. Fliir Melanome ergab sich ein
signifikant klrzeres Gesamtiberleben bei hoher Treg-Infiltration [229, 230]. AulSer-
dem wurde eine Zunahme der Anzahl tumorinfiltrierender Tregs wahrend der Pro-
gression von kutanen Plattenepithelkarzinomen beschrieben [272]. Bei Basaliomen
wurde lediglich eine erhohte Treg-Dichte im Vergleich zu gesundem Gewebe gezeigt,
Analysen zu prognostischen Aussagen existieren noch nicht [273]. Damit kommt der
Eigenschaft des Darmes, eine unsterile Grenzflache zu sein, eine untergeordnete
Bedeutung zur Erklarung der gewonnenen Erkenntnisse zu. Wesentlich sinnvoller
erscheint die Betrachtung des Wechselspiels zwischen dem enterischen Immunsys-
tem, dem Tumor und spezifischen Darmbakterien.
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Zusammenfassend ist damit die letztendliche Bedeutung der Tregs als immunsupp-
ressive Komponente im Gesamtkontext der Wechselwirkungen zwischen lokaler
Entziindungsreaktion und Tumor noch nicht einwandfrei geklart. Die vielen
moglichen Variablen (Tumordifferenzierung, -immunogenitat, hochselektive antigen-
prasentierende Bakterien, Immunkompetenz, Therapieeffekte) in diesem auch tumor
microenvironment genannten System [115, 117, 200, 203, 205, 206, 211, 234, 235,
245, 251, 255, 273] konnen fir die heterogenen und teilweise auch widerspriichli-
chen Ergebnisse in Bezug auf die letztlich klinisch relevanten Folgen der Treg-

Funktionen verantwortlich sein (Zusammenfassung siehe Abbildung 7, S. 71).
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Abbildung 7

Schema der diskutierten lokalen Wechselwirkungen zwischen Tregs,

Tumor, Entziindungsreaktion und Darmbakterien

@ Darmbakterien induzieren Immuntoleranz durch Tregs [157, 158, 268]

@ Erhohte Bakterientranslokation durch das Karzinom induziert eine Entziindungsreaktion [238,
274]

@ Das Karzinom induziert eine Entziindungsreaktion [93, 106, 107, 109]

(@) Es erfolgt eine zelluldre Immunreaktion gegen das Karzinom durch CTLs und NKs [98-101]

(5 Gleichzeitig regen proinflammatorische Zytokine wie IL-6 und TNF-a das Karzinom zum Wachs-
tum an [251, 259, 275]

(&) Die Immunreaktion aktiviert Tregs im Sinne einer negativen Riickkopplung [146-148]

@ Tregs hemmen die Immunreaktion, dabei kommen verschiedene Mechanismen zum Einsatz
(siehe Abbildung 1, S. 26). Dies ist sowohl eine physiologische Funktion [151, 159, 160], als auch
Bestandteil der pathologischen Tumortoleranz [119, 161-163, 178, 206]

Das Karzinom rekrutiert und induziert Tregs [115-117, 204, 205]

(® Im Milieu einer chronischen Inflammation kénnen Tregs zu proinflammatorischen Th17-Zellen
konvertieren [188, 194-198]
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Tregs als Marker flir inaktive systemische Immunantwort

Die Ergebnisse unserer Studie und die einiger anderer Untersucher [239, 240] weisen
eine signifikant hohere Treg-Dichte bei T1/2 Karzinomen gegeniiber T3/4 auf. Auch
bei UICC Il gegenliber UICC Il [239] und UICC | / Il gegenliber UICC Ill / IV [237] wur-
den hohere Infiltrationen nachgewiesen. Diese Beobachtung ist allein mit einem loka-
len Entziindungsgeschehen nicht ausreichend erklarbar, der Tumor im fortgeschrit-
tenen und moglicherweise auch metastasierten Stadium muss im Gesamtkontext als
Systemerkrankung gesehen werden. Dabei wird eine systemische Immunreaktion
gegen tumoreigene Antigene etabliert, die bei friihen, lokal begrenzten Tumorstadien
(limited disease) meistens fehlt [276, 277].

Loddenkemper et al. [237], die eine signifikant hohere Treg-Infiltration bei UICC | / I,
also limited disease, nachwiesen, analysierten einen Zusammenhang zwischen lokaler
Treg-Infiltrationsdichte und systemischer T-Zellantwort. Dabei untersuchten sie per
ELISPOT, ob reaktive T-Zellen gegen bereits vorbeschriebene CRC-assoziierte Anti-
gene [277, 278] im peripheren Blut vorhanden waren. Patienten ohne systemische T-
Zellantwort wiesen zwar eine hohere Treg-Infiltration im Tumor auf, der Unterschied
erreichte jedoch mit p=0,16 nicht das Signifikanzniveau [237]. Auch Salama et al.
konnten keinen signifikanten Zusammenhang belegen [239].

Dennoch kann eine hohe Treg-Infiltration im frihen Tumorstadium maglicherweise
als Zeichen eines noch erfolgreichen tumor escape - Mechanismus angesehen
werden, welcher durch die besondere, auf Toleranz ausgelegte, immunologische
Situation im Darm [157, 158, 264, 279] noch beglinstigt werden kénnte.

Diese Tarnung kann mit fortschreitender Invasion und Einbruch in Lymph- oder Blut-
gefaBe nicht mehr aufrecht erhalten werden, da eine nun initiierte systemische
T-Zellreaktion auch lokal im Tumorbereich durch proinflammatorische Th1-Zytokine

wie IFN-y die periphere Induktion von Tregs hemmen kann [280].

4.4 Synopsis
Die vorangegangenen Interpretationen und Erklarungsansatze lassen sich grob in

allgemeine und organspezifische Theorien einteilen.
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Zu den allgemeinen Ansatzen gehort die Interpretation einer hohen Treg-Dichte als
Zeichen einer aktiven lokalen und einer inaktiven systemischen Immunreaktion [146-
149, 237, 241, 245, 245, 246, 276-278] und die Erklarung einer niedrigeren Treg-
Infiltration in fortgeschritteneren Karzinomen durch die Thl7-Transformation als
Konsequenz einer chronischen Inflammation [188, 194-198, 247].

Diese Theorien koénnen jedoch letztlich keine zufriedenstellende Erklarung dafir
liefern, warum die Untersuchungen zur Bedeutung der Tregs bei fast allen anderen
Malignomen zu gegenteiligen Ergebnissen kommen [115, 221-231].

Die organspezifischen Erklarungsansatze beziehen die entzindliche Genese vieler
Malignome des Gastrointestinaltrakts mit ein [248-256], die auch bei dem nicht
CED-assoziierten Karzinom eine Rolle spielt [247], sowie die lokalen Gegebenheiten
wie die intestinale immunologische Situation und spezifische Darmbakterien als
Umgebungsfaktor. Diese kdnnen entweder durch Translokation infolge gestorter
Barrierefunktion im Karzinombereich zu einer erhéhten Treg-Infiltrationsdichte
fihren [238, 274], oder auch im Zusammenspiel mit Tregs als wichtige Akteure in der
Etablierung der antientzliindlichen Komponente der Immunhomd&ostase [157, 158,
271] daran beteiligt sein, eine chronische Entziindungssituation als Grund fur

Tumorgenese und -progression zu verhindern [240, 247, 251-256, 259, 260].

Eine kombinierte Betrachtung der verschiedenen allgemeinen und organspezifischen,
lokalen und systemischen Mechanismen und Wechselwirkungen ergibt ein kom-
plexes, noch nicht vollig verstandenes Gesamtbild der Bedeutung von Inflammation
und deren Einddammung durch Tregs im Zusammenhang mit Malignomen allgemein
und Rektumkarzinomen im Speziellen. Ein wichtiger Ansatzpunkt ist sicher die
Tatsache, dass die Entziindungshemmung durch Tregs eine Karzinomprogression
unterdriicken kann. Hier waren weitergehende Forschungen nétig, um zu klaren, ob
dabei ein Unterschied zwischen Karzinompatienten mit und ohne CED besteht.
Weiterhin ist die Eigenschaft des Darmes als lymphatisches Organ von Bedeutung, da
Treg auch in Lymphomen mit einer besseren Prognose einhergehen. Der Grund hier-

fir ist jedoch noch zu klaren.
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4.5 Kritische Betrachtung der Ergebnisse

Unsere Ergebnisse zeigen bei FoxP3-positive Tregs eine deutliche Assoziation mit
ginstigen klinisch-pathologischen Markern, ein signifikant lingeres Uberleben und
sie stellen einen unabhangigen prognostischen Marker dar.

Als Einschrankung hinsichtlich der Aussagekraft dieser Ergebnisse ist das retrospek-
tive, explorativ ausgelegte Studiendesign der vorliegenden Arbeit zu sehen. Dennoch
weisen die genannten Ergebnisse als Resultat einer explorativen Studie eine deutliche
Signifikanz und damit Aussagekraft auf, und sind daher als Basis fir darauf auf-

bauende prospektive Studien mit gréRBerer Fallzahl zu verstehen.

4.6 Mogliche Anwendungsbereiche

In weiterfilhrenden Studien mit entsprechend hoher statistischer Power ist eine
weitere Bestatigung und Untermauerung der bisherigen Ergebnisse zu erwarten.
Hiernach konnte die Analyse der Treg-Infiltrationsdichte moglicherweise das Poten-
tial haben, in der Kombination mit anderen Markern ein System zur Prognose- und
Risikostratifizierung zu bilden.

Als Beispiel einer tiberragenden Optimierung der Therapie durch prognoseorientierte
Therapieanpassung sei an dieser Stelle noch einmal das bereits beschriebene System
der high-risk / low-risk-Differenzierung erwahnt, das es moglich macht, die Patienten
hinsichtlich des Risikos fiir vorhandene Lymphknotenmetastasen und damit auch fir
zu erwartende Lokalrezidive optimal zu selektionieren und der jeweils angemessenen
Therapieoption zuzufiihren [17, 24, 65].

Eine Analyse der Immunreaktion mit CD3-positiven T-Effektor- und CD45R0O-positiven
T-Gedachtniszellen als prognostischer Marker flir CRCs wurde bereits 2006 von Galon
und Pagés vorgeschlagen [107]. Weiterentwickelt zu einem prognostischen Immun-
Scoring-System der Infiltration mit CTLs und T-Gedachtniszellen, wurde bei UICC I / II
CRCs eine signifikante Korrelation mit dem Risiko eines Lokalrezidivs demonstriert
[109, 281]. Eine zusatzliche Evaluation der Teg-Infiltrationsdichte kdnnte eine
Erganzung darstellen, die weitere Hinweise auf Prognose und somit Therapieent-

scheidungen liefern kann.
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Es sind mehrere mogliche Falle denkbar, in denen sich der behandelnde Arzt mehr

Informationen beziglich einer zu erwartenden Prognose wiinschen kdnnte:

4.6.1 Verbesserung der Patientenselektion zur TEM

Die TEM setzt eine bestmogliche Kenntnis des Lymphknotenstatus voraus, um als
schonendes Operationsverfahren eingesetzt werden zu kénnen [17]. Nur dann
konnen bei T1-Karzinomen Lokalrezidivraten von rund 5 % erreicht werden [17, 69,
71]. Da befallene Lymphknoten mit den aktuellen bildgebenden Verfahren nicht
immer zuverlassig entdeckt werden kénnen [17, 26, 28, 31, 32], ist die richtige
Indikationsstellung auf Markersysteme wie die high-risk / low-risk-Differenzierung
angewiesen [17, 24, 65].

Moglicherweise ware durch deren Ergdanzung mit Immunreaktions-basierten Kriterien
eine weitere Optimierung der Indikationsstellung und damit des Outcomes zu

erreichen.

4.6.2 Ausweitung der TEM nach nRCT auf fortgeschrittenere Karzinome

Bei alleiniger Durchfiihrung der TEM bei T2/3-Karzinomen hat sich eine nicht akzep-
table Lokalrezidivrate von 20 - 50 % gezeigt [75]. Diese konnte in ersten Studien mit
hoch selektioniertem Patientengut nach nRCT auf 7 - 9 % gesenkt werden [76, 77].
Hier wirde ein prognostisches Markersystem helfen, unter den Patienten mit fortge-
schritteneren Karzinomen diejenigen herauszufinden, welche fiir diese Therapie-
option in Frage kamen, das heildt fortgeschrittenere Karzinome mit niedrigem Risiko
fir Lymphknotenbefall und Lokalrezidive. Diesen Patienten konnte damit eine
radikale Operation und die damit verbundenen Nebenwirkungen [17, 46-51] erspart

werden.

4.6.3 Optimierung der Indikationsstellung zur neoadjuvanten Therapie und
anderen individuellen Therapieformen.

Bei Patienten, die nicht fir eine TEM in Frage kommen, ist im UICC-Stadium Il und I

leitlininengerecht eine nRCT vorgesehen, die nach radikaler Operation (TME) das

Risiko eines Lokalrezidivs senkt [18]. Bei UICC Il - Karzinomen wurde eine Senkung der

2-Jahres-Lokalrezidivrate von 5,7 % auf 1,0 %, bei UICC Il von 15,0 % auf 4,3 % [57]
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beschrieben. Das entspricht jeweils auf 2 Jahre gesehen einer number needed to treat
von 21,3 und 9,3. Angesichts der belastenden Nebenwirkungen der nRCT [62-64]
konnte hier besonders bei UICC Il - Karzinomen eine bessere Selektion der Patienten
nach Lokalrezidiv-Risiko zu einer Therapieoptimierung in Form einer enger gefassten
Indikationsstellung zur nRCT beitragen.

Weiterhin konnte moglicherweise ein erweitertes Markersystem helfen, diejenigen
Patienten zu identifizieren, die von neueren Therapieformen wie Antikdrpertherapie,
Antiangiogenesetherapie oder medikamentdser Blockierung der intrazelluldaren Sig-

nalkaskaden profitieren konnten.

Letztendlich kénnte mit allen diesen moglichen Anwendungsbereichen ein opti-
mierter Behandlungsalgorithmus entwickelt werden, der alle potentiell kurativ thera-
pierbaren Rektumkarzinome miteinschlielft und dem jeweils individuell passenden

Therapiepfad zuweist (siehe Diagramm 10, S. 77).

76



Diagramm 10

Patientenkollektiv mit kurativem Therapieziel
UICC I-1ll

Zuordnung zu den einzelnen
Gruppen nach TNM / UICC und
histologischen Kriterien

(Einordnung durch zusatzliche
Kriterien und prognostische
Marker moglicherweise
optimierbar)

Patienten, die durch alleinige
TEM suffizient therapiert werden
kénnen

Patienten, die moglicherweise
durch TEM nach nRCT suffizient
therapiert werden kénnen

Aktuell nur T1-low-risk ausgewahlte T2/3 NO

(moglicherweise bessere
Selektion durch zusatzliche
prognostische Marker maoglich)

ausgewadhlte T2-Karzinome mit
besonders niedrigem Risiko fiir
Lymphknotenmetastasen und
Lokalrezidive)

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
(moglicherweise auch !
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Patienten, die eine radikale
Operation benoétigen

>T3

(moglicherweise engere
Indikationsstellung durch
zusatzliche prognostische Marker
moglich)

f

danach Re-Evaluation der
moglichen Therapiefahigkeit
durch TEM:
[1Bewertung der Response auf
die nRCT

(+ moglicherweise zusatzliche
Kriterien )

individualisierte Therapie

* nRCT oder priméare Operation

e ggfs. erweiterte nRCT

e ggfs. zusatzliche Antikorper-
therapie

e ggfs. zusatzliche Immun-
therapie

(moglicherweise bessere
individuelle Therapiefindung
zusatzliche prognostische Marker
moglich)

TEM
danach Re-Evaluation der Notwendigkeit zur friihen
radikalen Nachoperation im Falle von:
O inaddquater Resektion (RO / RX)
O prédoperativer Fehleinschatzung (Understaging)

(+ moglicherweise zusatzliche Kriterien )

radikale Operation
ggfs. mit nachfolgender adjuvanter Chemotherapie

. gefs. konventionelle Re-Operation
S~ innerhalb 4 Wochen .-

Derzeitiger Stellenwert der TEM im Gesamttherapiekonzept des Rektumkarzinoms (der gestrichelte
Weg ist keine leitliniengerechte Therapie und Gegenstand von Studien [17, 76, 77]).

Die moglichen Ansatzpunkte fiir eine Optimierung durch ein auf der Immunreaktion basierendes

Markersystem zur Risikostratifizierung und besseren Beurteilung der Prognose sind hervorgehoben.
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4.6.4 Tregs als therapeutisches Ziel beim Rektumkarzinom

Im Gegensatz zu den meisten Tumoren haben sich beim Rektumkarzinom hohe
Zahlen an tumorinfiltrierenden Tregs als prognostisch gilinstig herausgestellt. Von
einer Treg-depletierenden [207, 209, 212] oder -reduzierenden [214, 215] Immun-
therapie ist daher nach jetzigem Kenntnisstand Abstand zu nehmen.

Da mit einer medikamentdsen antiphlogistischen Therapie bereits Erfolge in der Pra-
vention von CRCs nachgewiesen wurden [257, 258], ware weitere Forschung in diese

Richtung, auch als moégliche Therapieergdanzung wiinschenswert.

4.7 AbschlieBende Bemerkungen, Fazit

Die Entwicklung der TME mit der Kombination einer neoadjuvanten Radiochemothe-
rapie hat zu einer deutlichen Verbesserung der Therapie des Rektumkarzinoms
gefuhrt [43, 44, 57-61]. Es stellt sich jedoch die Frage, ob angesichts der Nebenwir-
kungen und Spatfolgen tatsachlich jeder Patient die Maximaltherapie benétigt [17,
46-51, 62-64]. Hier hat sich flr ein bestimmtes Patientengut mit der TEM eine Alter-
native zur radikalen Operation herausgestellt, wobei die Selektion dieser Patienten
nur durch die Entwicklung der high-risk / low-risk-Differenzierung ermaoglicht wurde
[17, 24, 26, 28, 31, 32, 65, 69, 71]. Es gibt jedoch auch auBerhalb dieser Indikation
Patienten, denen moglicherweise diese weniger invasive Operationsmethode als
Therapie ausreichen wiirde, sei es mit neoadjuvanter Therapie oder ohne [76, 77].
Weiterhin sind zusatzliche Kriterien notig, um bei Patienten, die keiner lokalen
Therapie zugefiihrt werden kdonnen, die Indikation zur nRCT individueller zu stellen,
damit diese nur dann durchgefiihrt wird, wenn auch ein Nutzen fir den Patienten zu
erwarten ist.

Hier liegt das Potential fir zusatzliche prognostische Marker, die auf einer Analyse
der immunologischen Situation basieren. Die Arbeiten von Galon und Pagés zur
prognostischen Aussagekraft der T-Zelleninfiltration [107, 109, 281] haben bereits
eindricklich deren Potential belegt. Auch die Ergebnisse unserer Arbeit zeigen eine
vielversprechende prognostische Aussagekraft der Infiltrationsdichte mit

regulatorischen T-Zellen, die signifikant mit glinstigen klinischen und pathologischen
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Parametern einhergeht sowie sich als ein unabhangiger positiver Einflussfaktor auf
das Gesamtiiberleben herausgestellt hat.

Um diese Ergebnisse zu verifizieren, sind jedoch weitere Untersuchungen in Form
prospektiver klinischer Studien mit histologischen Analysen an einer grol3er Fallzahl

von Patienten notig.
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6. Anhang

6.1 UICC-Stadien beim Rektumkarzinom
(siehe auch TNM-Klassifikation, Tabelle 1, S. 9)

Tabelle 16
UICC-Stadien beim Rektumkarzinom
uicco Carcinoma in situ (=Tis NO MO0)
UICCI Infiltration bis maximal Muscularis propria
=T1 NO MO und T2 NO MO
uvIcCll ab Infiltration von perirektalem Fettgewebe
UICCIIA =T3 NO MO
uicCliB =T4a NO MO
uicCIIC =T4b NO MO
uICcC Il vorhandene Lymphknotenmetastasen
UICC llIA =T1/2 N1 MO; T1 N2a MO
uicC 1B =T3/4a N1 MO; T1/2 N2b MO; T2/3 N2a MO
UiCC llIC =T4a N2a MO, T3/4a N2b MO; T4b N1/2 MO
uICC IV vorhandene Fernmetastasen
UICC IVA =Mla
UiCC IVB =Milb

6.2 Hypothesen und Signifikanzbestimmung
Explorative Simes-Prozedur nach Benjamini und Hochberg

(Erklarung siehe Abschnitt 2.7, S. 42)

Tabelle 17
lokales
Nullhypothese durchgefiihrter Test p-Wert  Sign.- Konsequenz
niveau
Die intratumorale Infiltrationsdichte mit CD4-positiven . Nullhypothese
Zellen ist kein unabhangiger Einflussfaktor auf das GSU Cox-Regression 0,000 0,0004 ablehnen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des GSU zwischen Nullhvoothese
Patienten mit niedriger und hoher intratumoraler Log-Rank-Test 0,000 0,0009 P
. - . o ablehnen
Infiltration mit CD4-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des GSU zwischen Nullhvoothese
Patienten mit niedriger und hoher intratumoraler Log-Rank-Test 0,000 0,0013 yP

Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen

ablehnen

97



lokales

Nullhypothese durchgefiihrter Test p-Wert  Sign.- Konsequenz
niveau
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des GSU zwischen
. o . . . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher peritumoraler Infiltration Log-Rank-Test 0,000 0,0017
. . ablehnen
mit FoxP3-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
Inflltratlon mit FoxP3-prS|t|ver_1 Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,000 0,0022 Nullhypothese
mit und ohne Metastasierung im gesamten ablehnen
Beobachtungszeitraum
Die intratumorale Infiltrationsdichte mit FoxP3-positiven . Nullhypothese
Zellen ist kein unabhingiger Einflussfaktor auf das GSU Cox-Regression 0,001 0,0026 ablehnen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . " . . . Nullhypothese
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,001 0,0030
. ablehnen
mit T1/2 und T3/4
Das Risiko des Auftretens von synchroner oder metachroner
Ferr\metastaﬂeru.ng b(.EI Patllenten mit n|.e.dr|ger und hoher Exakter Fisher-Test 0,001 0,0034 Nullhypothese
peritumoraler Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen ist ablehnen
gleich
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,002 0,0039
. ablehnen
mit T1/2 und T3/4
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des RFU zwischen Nullhvoothese
Patienten mit niedriger und hoher intratumoraler Log-Rank-Test 0,003 0,0043 yp
) . . e ablehnen
Infiltration mit CD57-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
. . . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD57-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,003 0,0047
. . ablehnen
mit und ohne Lokalrezidiv
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des RFU zwischen
. o . . . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher peritumoraler Infiltration Log-Rank-Test 0,005 0,0052
. . ablehnen
mit FoxP3-positiven Zellen
Das Risiko des Auftretens von Lokalrezidiven bei Patienten
N . . . . . Nullhypothese
mit niedriger und hoher intratumoraler Infiltration mit Exakter Fisher-Test 0,005 0,0056
o . . ablehnen
CD57-positiven Zellen ist gleich
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,005 0,0060
. L ablehnen
mit und ohne Lokalrezidiv
Das Risiko des Auftretens von synchroner
Ferr\metastaﬂeru.ng b(-EI Patl_enten mit n.|§dr|ger und.hoher Exakter Fisher-Test 0,006 0,0065 Nullhypothese
peritumoraler Infiltration mit CD25-positiven Zellen ist ablehnen
gleich
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . " . . Nullhypothese
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen zwischen M+ und M-  Mann-Whitney U-Test 0,006 0,0069 ablehnen
Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . " . . Nullhypothese
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen zwischen M+ und M- Mann-Whitney U-Test 0,011 0,0073

Patienten

beibehalten

98



lokales

Nullhypothese durchgefiihrter Test p-Wert  Sign.- Konsequenz
niveau
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
. . . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen zwischen mit Mann-Whitney U-Test 0,012 0,0078 .
. . . beibehalten
Patienten low-grade und high-grade-Karzinomen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . " . . . Nullhypothese
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,012 0,0082 .
. . beibehalten
mit und ohne metachrone Metastasierung
DetM-Status ist kein unabhangiger Einflussfaktor auf das Cox-Regression 0,013 0,0086 Nu_IIhypothese
GSU beibehalten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
Inflltratlon mit CDZS-p0.5|t|ven.Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,018 0,0001 Nu.llhypothese
mit und ohne Metastasierung im gesamten beibehalten
Beobachtungszeitraum
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des RFU zwischen
. o . . . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher peritumoraler Infiltration Log-Rank-Test 0,019 0,0095 .
. . beibehalten
mit CD4-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler Nullhvoothese
Infiltration mit CD4-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,019 0,0099 . yp
. . beibehalten
low-grade und high-grade-Karzinomen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD4-positiven Zellen zwischen mit Patienten  Mann-Whitney U-Test 0,019 0,0103 .
. . beibehalten
low-grade und high-grade-Karzinomen
DetN-Status ist kein unabhédngiger Einflussfaktor auf das Cox-Regression 0,024 0,0108 Nu_IIhypothese
GSU beibehalten
Die peritumorale Infiltrationsdichte mit CD8-positiven . Nullhypothese
Zellen ist kein unabhangiger Einflussfaktor auf das GSU Cox-Regression 0,026 0,0112 beibehalten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des RFU zwischen
. N . . . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher peritumoraler Infiltration Log-Rank-Test 0,027 0,0116 .
. i beibehalten
mit CD57-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des RFU zwischen
. . . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher intratumoraler Log-Rank-Test 0,030 0,0121 .
) . . L beibehalten
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . " . . Nullhypothese
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen zwischen nodal Mann-Whitney U-Test 0,032 0,0125 beibehalten
positiven und negativen Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . e . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD57-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,032 0,0129 .
. L beibehalten
mit und ohne Lokalrezidiv
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des GSU zwischen
. o . . . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher peritumoraler Infiltration Log-Rank-Test 0,036 0,0134 .
. i beibehalten
mit CD4-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
Infiltration mit CD57-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,036 0,0138 Nullhypothese

mit und ohne Metastasierung im gesamten
Beobachtungszeitraum

beibehalten

99



lokales

Nullhypothese durchgefiihrter Test p-Wert  Sign.- Konsequenz
niveau
Das Risiko des Auftretens von synchroner
.Fernmetasta5|erur.1g be.| Patlt?nten mit nlt?d_rlger und h_oher Exakter Fisher-Test 0,037 0,0142 Nu_IIhypothese
intratumoraler Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen ist beibehalten
gleich
Das Risiko des Auftretens von metachroner
Ferr\metastasmru.ng b-EI Patl_enten mit nlhe.drlger und hoher Exakter Fisher-Test 0,043 0,0147 Nu_IIhypothese
peritumoraler Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen ist beibehalten
gleich
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des GSU zwischen
. . . . . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher peritumoraler Infiltration Log-Rank-Test 0,044 0,0151 .
. . beibehalten
mit CD25-positiven Zellen
Das Risiko des Auftretens von Lymphknotenmetastasen bei
. N . . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher intratumoraler Exakter Fisher-Test 0,044 0,0155 .
. . . . . . beibehalten
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen ist gleich
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
. . . e . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD25-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,045 0,0159 .
. . beibehalten
mit und ohne metachrone Metastasierung
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . " . . . Nullhypothese
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,048 0,0164 .
. . . beibehalten
mit low-grade und high-grade-Karzinomen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
. . . - . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD8-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,050 0,0168 .
. beibehalten
und ohne Lokalrezidiv
Das Risiko des Auftretens von synchroner oder metachroner
Fernmetastasierung bei Patienten mit niedriger und hoher . Nullhypothese
peritumoraler Infiltration mit CD57-positiven Zellen ist Exakter Fisher-Test 0,053 0,0172 beibehalten
gleich
Das Risiko des Auftretens von synchroner oder metachroner
Ferr\metastaﬂeru.ng b(.EI Patllenten mit n.|<?dr|ger und.hoher Exakter Fisher-Test 0,053 0,0177 Nu.llhypothese
peritumoraler Infiltration mit CD25-positiven Zellen ist beibehalten
gleich
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD57-positiven Zellen zwischen M+ und M- Mann-Whitney U-Test 0,055 0,0181 .
. beibehalten
Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler Nullhvoothese
Infiltration mit CD4-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,056 0,0185 . yp
. beibehalten
und ohne Lokalrezidiv
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
. . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen zwischen nodal Mann-Whitney U-Test 0,057 0,0190 .
L . . beibehalten
positiven und negativen Patienten
Das Risiko des Auftretens von Lokalrezidiven bei Patienten Nullhvoothese
mit niedriger und hoher peritumoraler Infiltration mit CD57- Exakter Fisher-Test 0,057 0,0194 beibef;lten
positiven Zellen ist gleich
Das Risiko des Auftretens von Lokalrezidiven bei Patienten
N . . . . . Nullhypothese
mit niedriger und hoher peritumoraler Infiltration mit Exakter Fisher-Test 0,057 0,0198

FoxP3-positiven Zellen ist gleich

beibehalten
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lokales

Nullhypothese durchgefiihrter Test p-Wert  Sign.- Konsequenz
niveau
Die intratumorale Infiltrationsdichte mit CD57-positiven . Nullhypothese
Zellen ist kein unabhangiger Einflussfaktor auf das GSU Cox-Regression 0,061 0,0203 beibehalten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler Nullhvbothese
Infiltration mit CD25-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,066 0,0207 . P
. L beibehalten
mit und ohne Lokalrezidiv
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
. . . o . . Nullhypothese
Infiltration mit CD57-positiven Zellen zwischen M+ und M- Mann-Whitney U-Test 0,068 0,0211 .
. beibehalten
Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
Infiltration mit CD4-.p05|t|v.en Zellen zwischen Patienten .m|t Mann-Whitney U-Test 0,073 0,0216 Nu.llhypothese
und ohne Metastasierung im gesamten Beobachtungszeit- beibehalten
raum
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler Nullhvbothese
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,079 0,0220 . P
. . beibehalten
mit und ohne metachrone Metastasierung
Die peritumorale Infiltrationsdichte mit CD57-positiven . Nullhypothese
Zellen ist kein unabhangiger Einflussfaktor auf das GSU Cox-Regression 0,093 0,0224 beibehalten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des RFU zwischen
. o . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher intratumoraler Log-Rank-Test 0,095 0,0228 .
) . . e beibehalten
Infiltration mit CD8-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des RFU zwischen Nullhvoothese
Patienten mit niedriger und hoher peritumoraler Infiltration Log-Rank-Test 0,098 0,0233 . P
. . beibehalten
mit CD25-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
Inflltratlon mit CDS7-p0.5|t|ven.ZeIIen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,098 0,0237 Nu.llhypothese
mit und ohne Metastasierung im gesamten beibehalten
Beobachtungszeitraum
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
Inflltratlon mit FoxP3-prS|t|ver.1 Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,098 0,0241 Nu.llhypothese
mit und ohne Metastasierung im gesamten beibehalten
Beobachtungszeitraum
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD25-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,112 0,0246 .
. L beibehalten
mit und ohne Lokalrezidiv
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . " . . . Nullhypothese
Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,116 0,0250 .
. . beibehalten
mit und ohne Lokalrezidiv
De[T-Status ist kein unabhangiger Einflussfaktor auf das Cox-Regression 0,118 0,0254 Nu.IIhypothese
GSU beibehalten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler Nullhvbothese
Infiltration mit CD4-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,119 0,0259 . P
. beibehalten
und ohne metachrone Metastasierung
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler Nullhvbothese
Infiltration mit CD25-positiven Zellen zwischen M+ und M- Mann-Whitney U-Test 0,149 0,0263 P

Patienten

beibehalten
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lokales

Nullhypothese durchgefiihrter Test p-Wert  Sign.- Konsequenz
niveau
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler Nullhvbothese
Infiltration mit CD8-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,170 0,0267 . yp
. beibehalten
und ohne Lokalrezidiv
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler Nullhvoothese
Infiltration mit CD25-positiven Zellen zwischen M+ und M- Mann-Whitney U-Test 0,171 0,0272 . P
. beibehalten
Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler Nullhvbothese
Infiltration mit CD4-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,177 0,0276 . P
. beibehalten
und ohne metachrone Metastasierung
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . e . . Nullhypothese
Infiltration mit CD25-positiven Zellen zwischen nodal Mann-Whitney U-Test 0,184 0,0280 beibehalten
positiven und negativen Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
Infiltration mit CD4-.p05|t|v.en Zellen zwischen Patienten .m|t Mann-Whitney U-Test 0,189 0,0284 Nu.llhypothese
und ohne Metastasierung im gesamten Beobachtungszeit- beibehalten
raum
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD57-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,197 0,0289 .
. beibehalten
mit T1/2 und T3/4
Das Risiko des Auftretens von metachroner
Ferr\metastaﬂeru.ng b(-EI Patl_enten mit n|.e.dr|ger und hoher Exakter Fisher-Test 0,206 0,0293 Nu_llhypothese
peritumoraler Infiltration mit FoxP3-positiven Zellen ist beibehalten
gleich
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . e . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD25-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,209 0,0297 .
. . . beibehalten
mit low-grade und high-grade-Karzinomen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD25-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,235 0,0302 .
. beibehalten
mit T1/2 und T3/4
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
Inflltratlon mit CDZS-p0_5|t|ven_ZeIIen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,241 0,0306 Nu_llhypothese
mit und ohne Metastasierung im gesamten beibehalten
Beobachtungszeitraum
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . e . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD57-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,245 0,0310 .
. . beibehalten
mit und ohne metachrone Metastasierung
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler Nullhvbothese
Infiltration mit CD4-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,255 0,0315 . yp
. beibehalten
und ohne Lokalrezidiv
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD4-positiven Zellen zwischen M+ und M- Mann-Whitney U-Test 0,260 0,0319 .
. beibehalten
Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler Nullhvbothese
Infiltration mit CD8-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,270 0,0323 yp

T1/2 und T3/4

beibehalten
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lokales

Nullhypothese durchgefiihrter Test p-Wert  Sign.- Konsequenz
niveau
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
Infiltration mit CD8-.p05|t|v.en Zellen zwischen Patienten _mlt Mann-Whitney U-Test 0,278 0,0328 Nu_IIhypothese
und ohne Metastasierung im gesamten Beobachtungszeit- beibehalten
raum
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler Nullhvbothese
Infiltration mit CD57-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,290 0,0332 . yp
. . . beibehalten
mit low-grade und high-grade-Karzinomen
Die Unterscheidung in low-grade oder high-grade ist kein . Nullhypothese
unabhingiger Einflussfaktor auf das GSU Cox-Regression 0,305 0,0336 beibehalten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . e . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD57-positiven Zellen zwischen mit Mann-Whitney U-Test 0,307 0,0341 .
. . . beibehalten
Patienten low-grade und high-grade-Karzinomen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des GSU zwischen
. o . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher intratumoraler Log-Rank-Test 0,347 0,0345 .
) . . e beibehalten
Infiltration mit CD8-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des RFU zwischen
. o . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher intratumoraler Log-Rank-Test 0,367 0,0349 .
. . . e beibehalten
Infiltration mit CD25-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD4-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,368 0,0353 .
beibehalten
T1/2 und T3/4
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des GSU zwischen
. o . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher intratumoraler Log-Rank-Test 0,375 0,0358 .
. . . e beibehalten
Infiltration mit CD57-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD8-positiven Zellen zwischen nodal Mann-Whitney U-Test 0,379 0,0362 beibehalten
positiven und negativen Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des GSU zwischen
. o . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher intratumoraler Log-Rank-Test 0,382 0,0366 .
) . . e beibehalten
Infiltration mit CD25-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler Nullhvoothese
Infiltration mit CD57-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,386 0,0371 . yp
. beibehalten
mit T1/2 und T3/4
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD8-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,434 0,0375 .
. beibehalten
und ohne metachrone Metastasierung
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . Y . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD25-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,453 0,0379 .
. beibehalten
mit T1/2 und T3/4
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD8-positiven Zellen zwischen M+ und M- Mann-Whitney U-Test 0,455 0,0384 .
. beibehalten
Patienten
Die intratumorale Infiltrationsdichte mit CD8-positiven Cox-Regression 0,460 0,0388 Nullhypothese

Zellen ist kein unabhangiger Einflussfaktor auf das GSU

beibehalten
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lokales

Nullhypothese durchgefiihrter Test p-Wert  Sign.- Konsequenz
niveau
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des GSU zwischen
. o . . . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher peritumoraler Infiltration Log-Rank-Test 0,480 0,0392 .
. . beibehalten
mit CD57-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . e . . Nullhypothese
Infiltration mit CD57-positiven Zellen zwischen nodal Mann-Whitney U-Test 0,494 0,0397 .
L . . beibehalten
positiven und negativen Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler Nullhvbothese
Infiltration mit CD8-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,502 0,0401 . P
. beibehalten
und ohne metachrone Metastasierung
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
Infiltration mit CDS-.posmv.en Zellen zwischen Patienten _m|t Mann-Whitney U-Test 0,503 0,0405 Nu_llhypothese
und ohne Metastasierung im gesamten Beobachtungszeit- beibehalten
raum
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD4-positiven Zellen zwischen nodal Mann-Whitney U-Test 0,538 0,0409 .
L . . beibehalten
positiven und negativen Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD25-positiven Zellen zwischen nodal Mann-Whitney U-Test 0,554 0,0414 .
L . . beibehalten
positiven und negativen Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler Nullhvoothese
Infiltration mit CD8-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,573 0,0418 . yp
beibehalten
T1/2 und T3/4
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler Nullhvbothese
Infiltration mit CD4-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,586 0,0422 . P
. . beibehalten
low-grade und high-grade-Karzinomen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
. . . o . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD25-positiven Zellen zwischen mit Mann-Whitney U-Test 0,599 0,0427 .
. . . beibehalten
Patienten low-grade und high-grade-Karzinomen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des RFU zwischen
. . . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher intratumoraler Log-Rank-Test 0,616 0,0431 .
) . . e beibehalten
Infiltration mit CD4-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD57-positiven Zellen zwischen nodal Mann-Whitney U-Test 0,665 0,0435 .
L . . beibehalten
positiven und negativen Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . e . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD57-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,667 0,0440 .
. . beibehalten
mit und ohne metachrone Metastasierung
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler Nullhvbothese
Infiltration mit CD8-positiven Zellen zwischen mit Patienten ~ Mann-Whitney U-Test 0,683 0,0444 . P
. . beibehalten
low-grade und high-grade-Karzinomen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
. . . . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD4-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,686 0,0448

T1/2 und T3/4

beibehalten
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lokales

Nullhypothese durchgefiihrter Test p-Wert  Sign.- Konsequenz
niveau
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
. . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD4-positiven Zellen zwischen M+ und M- Mann-Whitney U-Test 0,709 0,0453 .
. beibehalten
Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
) . . e . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD25-positiven Zellen zwischen Patienten Mann-Whitney U-Test 0,731 0,0457 .
. . beibehalten
mit und ohne metachrone Metastasierung
Die peritumorale Infiltrationsdichte mit CD25-positiven . Nullhypothese
Zellen ist kein unabhangiger Einflussfaktor auf das GSU Cox-Regression 0,743 0,0461 beibehalten
Die intratumorale Infiltrationsdichte mit CD25-positiven . Nullhypothese
Zellen ist kein unabhangiger Einflussfaktor auf das GSU Cox-Regression 0,749 0,0466 beibehalten
Die peritumorale Infiltrationsdichte mit FoxP3-positiven . Nullhypothese
Zellen ist kein unabhangiger Einflussfaktor auf das GSU Cox-Regression 0,805 0,0470 beibehalten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD8-positiven Zellen zwischen M+ und M- Mann-Whitney U-Test 0,825 0,0474 .
. beibehalten
Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler Nullhvbothese
Infiltration mit CD8-positiven Zellen zwischen Patienten mit  Mann-Whitney U-Test 0,872 0,0478 . yp
. . beibehalten
low-grade und high-grade-Karzinomen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich peritumoraler
) . . . . . Nullhypothese
Infiltration mit CD4-positiven Zellen zwischen nodal Mann-Whitney U-Test 0,885 0,0483 .
. . . beibehalten
positiven und negativen Patienten
Die peritumorale Infiltrationsdichte mit CD4-positiven . Nullhypothese
Zellen ist kein unabhangiger Einflussfaktor auf das GSU Cox-Regression 0,891 0,0487 beibehalten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des GSU zwischen
. . . . . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher peritumoraler Infiltration Log-Rank-Test 0,938 0,0491 .
. . beibehalten
mit CD8-positiven Zellen
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich intratumoraler
. . . - . . Nullhypothese
Infiltration mit CD8-positiven Zellen zwischen nodal Mann-Whitney U-Test 0,962 0,0496 beibehalten
positiven und negativen Patienten
Es besteht kein Unterschied hinsichtlich des RFU zwischen
. . . . . Nullhypothese
Patienten mit niedriger und hoher peritumoraler Infiltration Log-Rank-Test 0,963 0,0500

mit CD8-positiven Zellen

beibehalten
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