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1 Einleitung
1.1 Lungenmetastasen des kolorektalen Karzinoms

1.1.1 Epidemiologie

Im Jahr 2012 traten Schatzungen des Zentrums fur Krebsregisterdaten (ZfKD) des
Robert-Koch-Institutes zufolge in Deutschland rund 478.000 Krebsneuerkrankungen
auf. Davon waren ca. 252.100 Manner und 225.900 Frauen betroffen. Bei Mannern
stellte das Prostatakarzinom mit 25,3 % aller Neuerkrankungen die haufigste Tumor-
lokalisation vor dem Lungenkarzinom (13,7 %) und dem Darmkrebs (13,4 %) dar. Die
haufigste Krebsneuerkrankung bei Frauen war mit 30,8 % das Mammakarzinom, ge-
folgt von Tumoren des Darms (12,6 %) und der Lunge (8,0 %) (1). Nachfolgend stellt
Abbildung 1 den prozentualen Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen
Krebsneuerkrankungen in Deutschland im Jahr 2012 dar.
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Abbildung 1 Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen in
Deutschland 2012. Eigene Darstellung, in Anlehnung an Krebs in Deutschland 2015 (1).

Den hochsten prozentualen Anteil an allen Krebssterbefallen wies bei Mannern das
Lungenkarzinom (24,8 %) und bei Frauen das Mammakarzinom (17,5 %) auf. Darm-
tumore befanden sich in dieser Statistik bei Mannern mit 11,5 % an zweiter und bei
Frauen mit 12,1 % an dritter Stelle (Abb. 2) (1).
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Abbildung 2 Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebssterbefallen in Deutschland
2012. Eigene Darstellung, in Anlehnung an Krebs in Deutschland 2015 (1).

Im Jahr 2012 erkrankten in Deutschland 33.740 Manner und 28.490 Frauen an
Darmkrebs. Davon betrafen fast zwei Drittel der Erkrankungen das Kolon, etwa 30 %
traten im Rektum auf und die brigen Erkrankungen fanden sich im Ubergang von
Dick- zu Enddarm (Rektosigmoid) bzw. im Analkanal (1, 2).

Das mittlere Erkrankungsalter betrug dabei 72 bzw. 75 Jahre, wobei das Erkran-
kungsrisiko bis ins hohe Alter stetig anstieg. Die relativen 5-Jahres-Uberlebensraten
fur beide Geschlechter lagen bei 63 % (1). Generell ist das Risiko an einem Rektum-
karzinom zu erkranken fur Manner etwa 1,5-mal hoher als fur Frauen, wohingegen

das Risiko eines Kolonkarzinoms fur beide Geschlechter etwa gleich hoch ist (3).

Bereits bei 20 - 30 % der Patienten liegen zum Diagnosezeitpunkt des Primarius
Fernmetastasen vor (3-5). Dies entspricht dem UICC Stadium IV (Tab. 4). Die hau-
figste Lokalisation kolorektaler Metastasen stellt die Leber dar. In 10 - 25 % der Falle
finden sich synchrone Lebermetastasen und bei 40 - 70 % aller Patienten mit Disse-
mination treten Metastasen in der Leber auf (2, 3, 6, 7). Eine Erklarung hierfur liefert
vor allem die hamatogene Metastasierung des Kolonkarzinoms Uber den portalveno-
sen Kreislauf in die Leber.

Lungenmetastasen stellen den haufigsten extraperitonealen Metastasierungsort dar
und werden bei 10 - 20 % aller Patienten diagnostiziert (2, 3). Mit ihrem dicht ver-
zweigten Kapillarplexus stellt die Lunge ein empfangliches Organ fur zirkulierende
Tumorzellen dar. Die Inzidenz von isolierten Lungenmetastasen nach radikaler Re-

sektion eines Rektumkarzinoms ist etwa doppelt so hoch wie nach Resektion eines



Kolonkarzinoms. Diese Ergebnisse werden der Tatsache zugeschrieben, dass die
hamatogene Streuung bei Rektumkarzinomen, vor allem bei tiefsitzenden, Uber die
Drainage in die inferioren und mittleren Rektalvenen direkt in den systemischen
Kreislauf unter Umgehung des portalvendsen Kreislaufes erfolgt (4, 8, 9).

Als weiterer moglicher Metastasierungsweg gilt neben der hamatogenen Streuung

die Ausbreitung uber die Lymphbahnen (4).

Laut einer prospektiven, multizentrischen Beobachtungsstudie aus Deutschland
konnten synchrone Lungenmetastasen bei 1,5 % der Patienten mit Kolonkarzinom
bzw. 1,9 % der Patienten mit Rektumkarzinom gefunden werden (10). Metachrone
Lungenmetastasen traten in einer Studie von Watanabe et. al bei 4,7 % der Patien-
ten mit Kolonkarzinom und in einer von Ding et. al veroffentlichten Studie bei 10 %
aller Patienten mit Rektumkarzinom auf (9, 11). Eine groRangelegte multizentrische
Studie aus Japan, die 5230 Patienten umschloss, fand metachrone Lungenmetasta-
sen bei 3,5 % der Patienten mit Kolonkarzinom und bei 7,5 % der Patienten mit Rek-
tumkarzinom (12). Eine von Nozawa et al. durchgefuhrte Studie beschrieb das Auf-
treten von synchronen Lungenmetastasen bei 2,8 % aller Patienten mit kolorektalem
Karzinom und von metachronen Lungenherden bei 10,2 % des Kollektivs (13). Einen
zusammenfassenden Uberblick bietet Tabelle 1.

Tabelle 1 Auswahl von Studien zur prozentualen Haufigkeit von Lungenmetastasen basierend auf der Lokalisa-
tion des Primartumors.

synchron metachron
Kolon Rektum Kolon Rektum
Mantke et al. (10) 1,5 % 1,9 % - -
Watanabe et. al (11) - - 4,7 % -
Ding et. al (9) - - - 10 %
Kobayashi et al. (12) - - 3,5 % 7,5 %
Nozawa et al. (13) 2,8 % 10,2 %

Patienten, die im Krankheitsverlauf Fernmetastasen (UICC Stadium V) entwickeln,
weisen eine sehr schlechte Prognose mit einem medianen Uberleben von lediglich
acht Monaten und einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 5 % auf (4, 14). Durch den
Einsatz hocheffektiver Chemotherapeutika und die stetige Weiterentwicklung der chi-




rurgischen Therapie kann bei diesen Patienten eine erhebliche Verbesserung der
Prognose bewirkt werden. Die chemotherapeutische Behandlung allein konnte in
verschiedenen Studien bei Patienten einen Anstieg des medianen Uberlebens auf 24
Monate erreichen (15). Mit 5-Jahres-Uberlebensraten von 32 - 68 % zeigten Patien-
ten nach erfolgreicher chirurgischer Resektion kolorektaler Lungenmetastasen ein
noch besseres Outcome (4). Eine Zusammenschau verschiedener aktueller Studien
zum Uberleben nach pulmonaler Metastasenresektion zeigt Tabelle 2.

Tabelle 2 Ausgewahlte Studien seit 2000, Patientenzahl > 100. Tabelle nach Limmer 2014 (4).

Med. Uberleben  5-Jahres-

Autor Jahr Patienten (Monate) iiberleben
Saito et al. 2002 165 - 40 %
Pfannschmidt et al. 2004 167 40 32 %
Kanemitsu et al. 2004 313 38 38 %
Inoue et al. 2004 128 49 45 %
Yedibela et al. 2006 153 43 37 %
Welter et al. 2007 169 47 39 %
Onaitis et al. 2009 378 - 56 %
Riquet et al. 2010 127 45 41 %
Watanabe et al. 2009 113 - 68 %
Hwang et al. 2010 125 37 48 %

1.1.2 Therapeutische Ansatze

Die S3-Leitlinie ,Kolorektales Karzinom® (Langversion 1.1, August 2014) empfiehlt
sowohl fur synchrone als auch fur metachrone Leber- und/oder Lungenmetastasen
die operative Entfernung unter der Voraussetzung, dass eine R0-Resektion moglich
erscheint. Patienten, fur die primar nicht die Moglichkeit einer operativen Intervention
gegeben ist, sollten einer systemischen Chemotherapie zugefuhrt werden. Individuel-
le Therapieregime werden dabei in einer interdisziplindren Tumorkonferenz diskutiert
(16).



1.1.2.1 Die chirurgische Therapie

Die Entscheidung Uber das therapeutische Verfahren bei Nachweis einer pulmonalen
Metastasierung erfordert zunachst die Beurteilung der Resektabilitat. Dabei etablier-
ten sich in Deutschland die folgenden modifizierten Thomford-Kriterien, die Patienten
fur die Indikationsstellung zur Lungenmetastasenchirurgie erfullen sollten (4, 17, 18):

e Technische Resektabilitat

e Tolerables allgemeines und funktionelles Operationsrisiko

e Kontrolliertes Primartumorgeschehen

e Ausschluss extrathorakaler Metastasen (mit Ausnahme lokal therapierbarer

Lebermetastasen)
e Fehlen therapeutischer Alternativen

e Interdisziplinare Indikationsstellung zur Resektion

Besonders die zu erwartenden Einschrankungen der postoperativen Lungenfunktion
mussen vor dem Eingriff sorgfaltig abgeklart werden. Mit Hilfe der Computertomo-
graphie (CT) lasst sich der voraussichtliche Parenchymverlust abschatzen, wodurch
Aussagen zum Operationsrisiko getroffen werden konnen (4). Allein eine Stan-
dardthorakotomie hat eine voriubergehende Abnahme der Vitalkapazitat und der ex-
spiratorischen Einsekundenkapazitat (FEV1) um 30 - 40 % zur Folge. Patienten, de-
ren postoperative FEV' vorrausichtlich < 11 (bzw. 30 - 35 % des Solls) betragt, kann

daher im Allgemeinen kein operativer Eingriff zugemutet werden (3).

Das Vorliegen extrathorakaler, solitarer Organ- oder Lymphknotenmetastasen stellt
nach heutigem Wissensstand keine absolute Kontraindikation zum operativen Eingriff
dar, sofern eine RO-Resektion mit vertretbarem Aufwand und Risiko erreicht werden
kann (3).

Vor der Durchfuhrung einer chirurgischen Metastasenresektion kommen eine Reihe
diagnostischer Verfahren zum Einsatz. Neben der zuvor bereits erwahnten CT, die
sich im klinischen Alltag als Mallhahme zum primaren Staging des kolorektalen Kar-
zinoms etablierte, ist die flexible Tracheobronchoskopie fester Bestandteil der
praoperativen Diagnostik und dient besonders der Beurteilung endobronchialer Pro-
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zesse (3). In Verbindung mit der endobronchialen Sonographie kann zusatzlich eine
Aussage Uber die Dignitat peribronchialer und mediastinaler Lymphknoten getroffen
werden. Daruber hinaus kann auch der Einsatz der FDG-PET (Fluordesoxyglukose-
Positronen-Emissions-Tomographie) zum Ausschluss von Metastasen und Rezidiv-
manifestationen des Primartumors dienen (17). Zur Uberpriifung der funktionellen
Operabilitat des Patienten kommen zudem die Lungenfunktionsdiagnostik, die Belas-
tungs-Blutgasanalyse, die Echokardiographie, die Ergometrie und gegebenenfalls
eine Lungenperfusionsszintigraphie oder eine CO?-Diffusionskapazitat zum Einsatz
(19).

Die Indikation zur Lungenmetastasenchirurgie wird wie zuvor bereits erwahnt im
Rahmen eines interdisziplinaren Tumorboards getroffen. Neben Resektionen in kura-
tiver Intention konnte eine Studie von Park et al. auch fur palliative Resektionen kolo-
rektaler Metastasen einen Uberlebensvorteil aufzeigen (20). Aulerdem kénnen Pati-
enten mit primar inoperablen Lungenmetastasen durch Kombination mit einer syste-

mischen Therapie einer Metastasenresektion zuganglich gemacht werden (4, 16).

Als operativer Zugangsweg wird vor allem die laterale Thorakotomie verwendet.
Durch die seitliche Eroffnung des Brustkorbes auf Hohe des 4. bzw. 5. Interkostal-
raumes wird ein optimaler Zugang zu den Strukturen im Hemithorax geschaffen. Be-
sonders bei multiplen Metastasen in der praoperativen CT kdnnen durch die intrao-
perative Palpation bei etwa 30 % der Patienten weitere Herde entdeckt werden.
Nachteile dieser Technik sind die Schmerzprovokation durch Spreizung der kostover-
tebralen Gelenke und das zweizeitige Vorgehen bei bilateraler Metastasierung.

Bei solitaren, moglichst peripher gelegenen Herden besteht hingegen die Moglichkeit
einer thorakoskopischen Entfernung, die sogenannte Video-assistierte thorakoskopi-
sche Chirurgie (VATS). Eine generelle Empfehlung fur minimalinvasive Verfahren bei
der pulmonalen Metastasektomie besteht trotz der geringen Traumatisierung durch
den operativen Zugang nicht. Aufgrund der fehlenden Moglichkeit zur Palpation der
Lunge und wegen der eingeschrankten Durchfuhrbarkeit der systematischen Lym-
phadenektomie sind thorakoskopische Verfahren der offenen Thorakotomie unterle-
gen (3, 21).
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Das chirurgische Standardverfahren stellt die atypische, parenchymschonende Keil-
resektion dar. Dabei wird die Metastase ohne Berucksichtigung der segmentalen
Strukturen reseziert. Der empfohlene Sicherheitsabstand fur Metastasen bis 2 cm
Durchmesser betragt 3 mm, bei gro3eren Metastasen 1 cm. Abhangig von der GroRe
und Lage der Metastasen kann eine anatomische Resektion in Form einer Seg-

mentresektion, Lobektomie oder sogar Pneumonektomie notwendig sein (21).

In Hinsicht auf das technische Vorgehen bei der Resektion wird zwischen resezie-
renden Verfahren und den sogenannten Diathermieverfahren unterschieden. Der
Goldstandard bei der chirurgischen Entfernung peripherer Herde ist die atypische
Keilresektion mittels Stapler. Der mechanische Stapler, ein Klammernahtgerat, er-
laubt Resektionen ohne Respektierung der anatomischen Grenzen. Bei Patienten mit
multiplen Metastasen stellt die Resektion mittels Laser eine Alternative dar, die ein
extrem parenchymsparendes Vorgehen durch die unmittelbar an den Tumorrand
herangefuhrte Koagulationslinie erlaubt.

Die Verfahren der Diathermie fuhren zu einer lokalen Nekrose, die durch die Warme-
entwicklung des Hochfrequenzstroms erzeugt wird. Ein beliebtes Verfahren, das mit
hoher Verfugbarkeit und niedrigen Kosten verbunden ist, ist der Elektrokauter. Dieser
ermoglicht die Behandlung multipler und vor allem tiefer gelegener Herde, indem ei-
ne Koagulationsnekrose des umliegenden Lungengewebes ausgeldst wird (4).

Die Resektion der Lungenmetastasen erfolgt in der Regel nach praoperativem Aus-
schluss von intrathorakalen Lymphknotenmetastasen. Trotzdem wird bei einem
GroRteil der Eingriffe zusatzlich eine systematische Lymphadenektomie durchge-
fuhrt. Dabei kann in bis zu 25 % der Falle eine Lymphknotenmetastasierung nach-
gewiesen werden, die mit einer deutlich schlechteren Prognose einhergeht (21, 22).
Die therapeutische Effektivitat der Lymphadenektomie bei pulmonaler Metastasie-
rung ist weiterhin unbekannt. Prospektive Studien in Hinsicht auf Uberlebensunter-
schiede fehlen (23, 24).

Die Bedeutung der pulmonalen Metastasenchirurgie wird anhand folgender Beispiele
deutlich: Sponholz et al. berichten von 5-Jahres-Uberlebensraten von 54 % bei Pati-
enten nach Metastasektomie mit einem medianen Uberleben von 64 Monaten, wo-
hingegen Patienten ohne einen operativen Eingriff mit alleiniger Chemotherapie bei
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Regression ein medianes Uberleben von 27 Monaten, bei ,stable disease* eines von
16 Monaten und bei Krankheitsprogress eines von acht Monaten aufweisen (19). In
einer retrospektiv durchgefuhrten Studie von Tampellini et al. bestehend aus 409
Patienten mit kolorektalen Lungenmetastasen konnte ebenfalls ein langeres Ge-
samtuberleben bei resezierten Patienten (72,4 gegenuber 31,5 Monate; p < 0,0001)
festgestellt werden (25). Eine von McCormack et al. veroffentlichte Studie zeigte eine
5-Jahres-Uberlebensrate von 44 % bei Patienten mit Resektion von Lungenmetasta-
sen, wohingegen keiner der Patienten mit alleiniger Chemotherapie langer als 24
Monate Uberlebte. Aullerdem konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass Patienten
mit einer RO-Resektion ein signifikant besseres Uberleben als Patienten mit unvoll-
standiger Resektion aufweisen (26).

Die chirurgische Therapie sollte nach Empfehlung der konsensbasierten Leitlinie der
ESMO (European Society for Medical Oncology) fur sechs Monate mit einer postope-
rativen Chemotherapie oder fur jeweils drei Monate mit einer pra- und postoperativen
Chemotherapie kombiniert werden (27).

1.1.2.2 Die Chemotherapie

Eine Hilfestellung zur Auswahl des geeigneten therapeutischen Vorgehens fur Pati-
enten im UICC Stadium IV mit kolorektalem Karzinom soll laut der aktuellen S3-
Leitlinie die Unterteilung in drei Subgruppen erbringen:
e Patienten mit primar resektablen Lungen-/Lebermetastasen
e Patienten mit einer Indikation fur eine intensivierte Therapie:
- Patienten mit potentiell resektablen Lungen-/Lebermetastasen nach
Ansprechen auf eine neoadjuvante Chemotherapie
- Patienten mit tumorbedingten Symptomen, Organkomplikationen oder
raschem Progress

o Patienten mit der Moglichkeit fur eine weniger intensive Therapie
Die erste Gruppe wurde bereits in Kapitel 1.1.2.1 behandelt. Patienten mit potentiell

resektablen Metastasen oder mit einem schwierigen Verlauf sollten einer intensivier-

ten Kombinationschemotherapie zugefuhrt werden. Bei Patienten der dritten Sub-
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gruppe steht weniger die Remissionsinduktion als vielmehr eine Verlangerung des
Uberlebens bei gleichzeitig guter Lebensqualitat im Vordergrund (16). Einen Uber-
blick Uber die therapeutische Entscheidungsfindung im UICC Stadium IV liefert Ab-
bildung 3.
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y

Resektion
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Tumortherapie
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Abbildung 3 Therapiealgorithmus des kolorektalen Karzinoms im UICC Stadium 4. Eigene Darstellung, in An-
lehnung an Hofheinz et al. 2016 (28).

! Patienten mit potenziell resektablen Leber- und / oder Lungenmetastasen nach Ansprechen auf neoadjuvante
Therapie; Patienten mit tumorbedingte Symptome, Organkomplikationen oder raschem Progress.

2 patienten mit multiplen Metastasen ohne Aussicht auf eine Resektion nach Metastasenriickbildung; Patienten
ohne tumorbezogene Symptome oder Organkomplikationen und / oder mit schwerer Komorbiditat.

Der Nutzen der Systemtherapien verbesserte sich in den letzten Jahren durch die
EinfUhrung neuer Substanzen und Chemotherapieprotokolle deutlich. Das Zytostati-
kum 5-Fluoruracil (5-FU) wurde schon in den 50er Jahren als Standardtherapeutikum
bei der Behandlung des kolorektalen Karzinoms eingesetzt. In Kombination mit dem
Biomodulator Folinsaure konnten Remissionsraten von 20 % dokumentiert werden.
Fiar die orale Vorstufe Capecitabin, die besonders in Tumorzellen enzymatisch in
5-FU metabolisiert wird, konnte in verschiedenen Studien eine bessere Ansprechrate
als fur das Bolus-5-FU-Protokoll erreicht werden. Die Einfuhrung neuerer Chemothe-
Irinotecan verbesserte in Kombination mit

rapeutika wie Oxaliplatin und

5-FU/Folinsaure die Ansprechraten und das progressionsfreie Uberleben. Die Kom-

14



bination aus Oxaliplatin und 5-FU/Folinsaure (FOLFOX) ist aufgrund des gunstigeren
Wirkungs-/Nebenwirkungsverhaltnisses der Kombination aus Irinotecan und
5-FU/Folinsaure (FOLFIRI) Uberlegen (16).

Die Einfuhrung der molekularen Therapien mit dem anti-VEGF-Antikorper Bevacizu-
mab und dem anti-EGFR-Antikdrper Cetuximab fuhrte bei bestimmten Patienten zu
einer weiteren Verbesserung der Prognose. Die Kombinationschemotherapie von
5-FU mit dem anti-VEGF-Antikorper Bevacizumab bewirkte einen statistisch signifi-
kanten Uberlebensvorteil von vier bzw. zwei Monaten (29, 30). Die Therapie mit dem
anti-EGFR-Antikorper Cetuximab setzt vor Therapiebeginn die Bestimmung des
RAS-Status voraus. Ein signifikanter Uberlebensvorteil konnte fiir die Kombinations-
chemotherapie mit einem anti-EGFR-Antikorper gegenuber der Kombinationschemo-
therapie mit einem anti-VEGF-Antikorper bei Patienten mit RAS-Wild-Typ(wt)-

Karzinomen festgestellt werden (31).

Einen kurzen Uberblick iber die zahlreichen Optionen bei der systemischen Thera-
pie soll im Folgenden anhand der zuvor definierten Subgruppen gegeben werden.
Patienten mit primar resektablen Metastasen sollten im Rahmen der operativen Ver-
sorgung eine Chemotherapie nach dem FOLFOX-Schema erhalten. Diese kann ent-
weder Uber sechs Monate nach der Operation oder Uber jeweils drei Monate pra- und
postoperativ erfolgen.

Patienten mit primar irresektablen, aber nach neoadjuvanter Chemotherapie potenti-
ell RO-resektablen Metastasen sollten einer intensivierten Kombinationschemothera-
pie zugefuhrt werden. Nach aktuellem Stand sollte entweder eine Kombinationsche-
motherapie nach dem FOLFOXIRI (Folinsaure, 5-FU, Oxaliplatin, Irinotecan) oder bei
RAS-wt-Karzinomen eine Kombination des FOLFIRI-, FOLFOX- oder FOLFOXIRI-
Protokolls mit einem anti-EGFR-Antikorper (Cetuximab/ Panitumumab) verabreicht
werden.

Patienten, die eine hohe Tumorlast oder ein aggressives Wachstum aufweisen, soll-
ten gleich zu Beginn eine intensivierte Kombinationschemotherapie erhalten. Bei
RAS-wt-Tumoren sollte die Chemotherapie mit einem anti-EGFR-Antikorper kombi-
niert werden, wahrend bei RAS-mutierten Tumoren eine bevacizumabbasierte Che-
motherapie gunstig erscheint.
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Unklarer ist die Datenlage fur die Therapie von Patienten mit niedriger Tumor-
last oder keinen Tumorsymptomen. Den Ergebnissen der FIRE3-Studie zufolge sollte
bei Patienten mit RAS-wt-Tumoren eine EGFR-basierte Kombinationstherapie be-
vorzugt werden. Bei einer Vielzahl von Patienten mit mutiertem RAS-Status kann zu
Beginn eine 5-FU-Monotherapie in Kombination mit Bevacizumab erfolgen. Bei Tu-
morprogression ist es moglich, dass die Therapie auf FOLFOX oder FOLFIRI plus
Bevacizumab erweitert wird (32).

Die Fulle der Chemotherapieprotokolle verdeutlicht einmal mehr die Notwendigkeit
der Therapieplanung in einer interdisziplinaren Tumorkonferenz. Generell sollte eine
systemische Therapie nur unter Abwagung der Toxizitat und Nebenwirkungen erfol-

gen.

1.1.2.3 Weitere Therapieansatze

Neben den klassischen Therapieformen wie der chirurgischen Resektion oder der
systemischen Chemotherapie gewannen in den letzten Jahren auch die interventio-
nellen Verfahren an Bedeutung. Die angewandten Verfahren umfassen zum einen
die endovaskularen Interventionen, bei denen es zu einer mechanischen oder
Chemoembolisation der pulmonalen Herde kommt, und zum anderen die lokalen
Thermoablationsverfahren. Letztere machen den weitaus grof3eren Anteil an den

interventionellen Therapieansatzen aus.

Die CT-gesteuerte perkutane Radiofrequenzablation (RFA), bei der hochfrequenter
Strom an der Elektrodenspitze zu einer thermischen Nekrose fuhrt, ist das am hau-
figsten durchgefuhrte thermische Verfahren. Auch wenn in Studien von einer 3-
Jahres-Uberlebensrate von 48 - 57 % berichtet wird, darf die relativ hohe periinter-
ventionelle Komplikationsrate von 30 % sowie eine 30-Tages-Letalitdt von 3,9 %
nicht vernachlassigt werden. Im Vergleich dazu lag die perioperative Letalitat in Stu-
dien zur VATS-Metastasektomie bei deutlich unter 1 %. Die RFA sollte daher nur bei
Patienten diskutiert werden, die eine chirurgische Resektion ablehnen oder fur eine

chirurgische Therapie nicht in Frage kommen.
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Zu den endovaskularen Verfahren zahlt die transarterielle Chemoembolisation
(TACE), die auch als transpulmonale Chemoembolisation bezeichnet wird. Dabei
wird im Rahmen eines angiographischen Eingriffes die Verabreichung eines
Chemotherapeutikums mit einer gezielten Embolisation von tumorversorgenden Ge-
faken durch kleine Partikel kombiniert. Wahrend die TACE bei Tumoren und Meta-
stasen in der Leber bereits klinisch etabliert ist, stellt sie zur Behandlung von Lun-
genmetastasen bis jetzt ein auf wenige Zentren und Individualentscheidungen be-
grenztes palliatives Verfahren dar.

Weitere interventionelle Verfahren zur Behandlung kolorektaler Lungenmetastasen
wie die Kryoablation oder der Fokussierte Ultraschall (FUS) befinden sich derzeit
noch in der Studienphase (4, 33).

1.1.3 Risikofaktoren zur Abschatzung der Effektivitat der Metastasektomie

Die Anzahl der durchgefuhrten pulmonalen Metastasektomien nahm uber die letzten
Jahre stetig zu, da das Verfahren fur Patienten im metastasierten Krankheitsverlauf
einen potenziell kurativen Ansatz darstellt. Welche Patienten am meisten von einer
chirurgischen Therapie profitieren, war die zentrale Forschungsfrage zahlreicher
Studien. Denn auch wenn die Resektion mit einer niedrigen Morbiditat und Mortalitat
einhergeht, wird nur bei einer Minderheit eine kurative Situation geschaffen. Um ein
geeignetes Patientenkollektiv fur die operative Behandlung rekrutieren zu kdnnen,
wurde der Einfluss klinischer Risikofaktoren, wie zum Beispiel die Anzahl der Meta-
stasen oder der hilidre/mediastinale Lymphknotenstatus, auf das Uberleben nach
Metastasenresektion untersucht (4).

In einer von Gonzalez et al. durchgefuhrten Metaanalyse mit 2925 Patienten aus 25
Studien konnten vier unabhangige Faktoren identifiziert werden, die mit einer
schlechteren Prognose assoziiert waren: ein kurzes krankheitsfreies Intervall (DFI)
zwischen der Operation des Primartumors und der Erstdiagnose der Lungenmeta-
stasen (Hazard Ratio 1,59; 95 % Kl 1,27-1,98), multiple Lungenmetastasen (Hazard
Ratio 2,04; 95 % Kl 1,72-2,41), positive hiliare und/oder mediastinale Lymphknoten
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(Hazard Ratio 1,65; 95 % Kl 1,35-2,02) und ein erhdhtes Carcinoembryonales Anti-
gen (CEA) vor dem Eingriff (Hazard Ratio 1,91; 95 % Kl 1,57-2,32) (22).

Die multivariate Analyse einer 927 Patienten umfassenden Arbeit von Salah et al.
konnte ebenfalls ein erhdhtes CEA =5 ng/ml, ein DFI < 36 Monate und mehr als eine
Lungenmetastase als prognostisch ungunstige Faktoren bestimmen (34). In einem
systematischen Review von Pfannschmidt et al. konnte nur ein erhdhter Serum-CEA
Wert (>5 ng/ml oder >10 ng/ml) als negativer prognostischer Faktor identifiziert wer-
den, wohingegen kein Uberlebensvorteil fiir ein langes DFI oder die Anzahl der Me-
tastasen gezeigt werden konnte. Der thorakale Lymphknotenstatus wurde nur in Stu-
dien, in denen bei allen Patienten eine systematische Lymphadenektomie durchge-

fuhrt worden war, als prognostischer Faktor beschrieben (35).

Diese Ergebnisse zeigen, fur welche Patienten eine operative Versorgung einen gro-
Reren Benefit darstellen wirde und die Indikation zur Resektion eher gegeben ware.
Allerdings sollte Patienten mit hohen CEA-Werten oder multiplen Lungenmetastasen
nicht generell von einer Operation abgeraten werden, da trotz der negativen prog-
nostischen Faktoren durch die Resektion ein immer noch besseres Uberleben zu

erwarten ist als ohne einen chirurgischen Eingriff (4).

1.2 Immunhistochemie als prognostisches Hilfsmittel

Die Entscheidung fur eine geeignete Therapie bei Patienten mit kolorektalem Karzi-
nom wird, wie bereits erwahnt, in einem interdisziplinaren Tumorboard getrof-
fen. Eine Einschatzung der klinischen Situation liefert das Staging nach der
AJCC/UICC TNM-Klassifikation. Dabei werden Gewebeschnitte, die wahrend der
Operation des Primartumors gewonnen werden konnten, bezuglich histopathologi-
scher Eigenschaften wie der TumorgroRRe, der Eindringtiefe in umliegendes Gewebe
und der Zellmorphologie untersucht. AulRerdem erfolgt eine histologische oder radio-
logische Beurteilung von Lymphknoten im Abflussbereich des Tumors und von ent-
fernt liegenden Organen, um Hinweise fur eine mogliche Metastasierung zu finden.
Die Einteilung in verschiedene Tumorstadien ermoglicht durch den Vergleich von
Uberlebensdaten von Patienten mit dem gleichen Krankheitsprogress eine Einschat-

zung des weiteren Verlaufs (Tab. 3 und 4).
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Tabelle 3 TNM-Klassifikation. Eigene Darstellung nach Sobin et al. 2010 (36).

TNM Ausdehnung

Tis Carcinoma in situ

T Infiltration der Submukosa

T2 Infiltration der Muscularis propria

T3 Infiltration der Subserosa, Infiltration des perikolischen, perirektalen Fett-
gewebes

T4 Infiltration des viszeralen Peritoneums (T4a) oder anderer Organe/
Strukturen (T4b)

N1 1-3 regionare Lymphknoten

N2a 4-6 regionare Lymphknoten

N2b 27 regionare Lymphknoten

M1a Fernmetastasen: Nur ein Organ betroffen

M1b Fernmetastasen: Mehr als ein Organ betroffen oder Peritonealkarzinose

Tabelle 4 AJCC/UICC-Stadien. Vereinfachte Darstellung nach Sobin et al. 2010 (36).

UICC-Stadium TNM

Tis
Bis T2, NO, MO
Bis T4, NO, MO
Jedes T, N1/N2, MO
Jedes T, jedes N, M1

Die Erkenntnisse, die aus der TNM-Klassifikation entnommen werden konnen, besit-

zen allerdings nur eine eingeschrankte Wertigkeit in Hinblick auf die Prognose des

Patienten. So kdnnen die Uberlebensraten von Patienten innerhalb desselben Stadi-

ums deutliche Unterschiede aufweisen. Es wird von Patienten mit weit fortgeschritte-

ner Erkrankung, aber Uber Jahre stabilen Verlauf berichtet, wohingegen es Falle gibt,

in denen Patienten nach vollstandiger Resektion eines Tumors im Fruhstadium ohne

Nachweis einer Metastasierung einen raschen Progress bis hin zum Tod zeigten.

Ein Grund fur die fehlende Genauigkeit des traditionellen Staging-Systems konnte in

der Annahme begrundet liegen, dass der Progress einer Tumorerkrankung einen

Prozess darstellt, der hauptsachlich von den Tumorzellen beeinflusst wird, ohne da-

bei den Einfluss des korpereigenen Immunsystems zu berucksichtigen (37).
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In zahlreichen Studien konnten allerdings ein tumorspezifisches Infiltrat aus Immun-
zellen unterschiedlicher Dichte im Tumorzentrum, im Tumorinfiltrationsrand und in
dem den Tumor umgebenden, peripheren Stroma nachgewiesen werden. Dies starkt
die Hypothese, dass die Tumorentwicklung und -ausbreitung durch die Anwesenheit
von Immunzellen beeinflusst wird (38). Galon et al. fordern, dass systemische und
lokale immunologische Biomarker bezlglich ihres Einflusses und ihrer Aussagekraft
auf die Prognose und das Uberleben der Patienten validiert werden und in den klini-
schen Staging- und Therapieprozess aufgenommen werden (37, 39).

Dabei wird insbesondere der An- oder Abwesenheit verschiedener Subgruppen der
T-Lymphozyten bei der Analyse des Tumormileus auf Zellebene eine zentrale Be-
deutung zugeschrieben (40, 41). Immunhistochemische Farbungen ermoglichen
durch die Reaktion eines spezifischen Antikorpers gegen bestimmte Antigene oder
Proteine die Auszahlung und Beurteilung der Verteilung von Zellen in untersuchten
Praparaten. Einen haufigen Angriffspunkt stellen dabei die Cluster of Differentiati-
on (CD) Antigene dar, eine Gruppe immunphanotypischer Oberflachenmerkmale,
durch die eine Unterscheidung der verschiedenen Zelltypen erfolgt.

In Studien zum kolorektalen Karzinom wurden dabei Farbungen gegen das CD4-
Antigen, das auf das Vorliegen von Ty1+2-Helferzellen hinweist, gegen das CD8-
Antigen, das von zytotoxischen T-Lymphozyten exprimiert wird, gegen das CD45RO-
Antigen, eine von T-Gedachtniszellen exprimierte Isoform des Leukozyten-
spezifischen CD45-Antigens, und gegen das CD3-Antigen, ein auf allen T-
Lymphozyten exprimierter Proteinkomplex, der mit dem T-Zell-Rezeptor assoziiert
ist, durchgefuhrt (42, 43). AuRerdem konnten regulatorische T-Zellen, denen eben-
falls eine Rolle bei der Immunreaktion in menschlichen Tumoren zugeschrieben wird,
durch die Expression des Transkriptionsfaktors Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3)
identifiziert werden (44, 45).

So konnte die Arbeitsgruppe um Galon, Pages und Mlecnik bei Untersuchungen zur
Immunarchitektur von kolorektalen Karzinomen eine starke Korrelation zwischen ei-
ner ausgepragten lokalen Immunreaktion, hervorgerufen durch verschiedene Subpo-
pulationen von T-Lymphozyten, und einer gunstigen Prognose feststellen. Zudem
korrelierte die Anwesenheit von CD4" Ty1-Lymphozyten, CD8" Zytotoxischen- und

20



CD45R0O" Gedéchtnis-T-Zellen mit einer niedrigen Inzidenz von Tumorrezidiven (38).
Ein rasch progredientes Wachstum des Primartumors und das Auftreten einer Fern-
metastasierung waren mit einer erniedrigten intratumoralen T-Zell-Dichte assoziiert.
Bei Patienten, die kein Tumorrezidiv entwickelten, zeigte die Dichte an CD8" T-
Lymphozyten einen entgegengesetzten Zusammenhang zum dazugehdrigen Tu-
morstadium. So wiesen 60 % der Patienten mit einer hohen Dichte an CD8" zytotoxi-
schen T-Zellen ein Tumorstadium Tis/T1 auf, wohingegen sich kein Patient mit einer
niedrigen Dichte an Immunzellen mit einem frathen TNM-Stadium prasentierte. Pati-
enten, die ein Rezidiv des Tumors erlitten, wiesen allesamt niedrige CD8" T-Zell-

Zahlen auf, unabhangig vom Tumorstadium (39).

Salama et al. wiederum zeigten, dass eine Infiltration FOXP3" regulatorischer T-
Lymphozyten sowohl im Tumorzentrum als auch im umliegenden Gewebe einen
groBeren Einfluss auf die Prognose von Patienten mit kolorektalem Karzinom hat als
sie dies fir Infiltrate aus CD8" und CD45R0O" T-Zellen zeigen konnten. Interessan-
terweise zeigte eine hohe Infiltration FOXP3" regulatorischer T-Lymphozyten in tu-
morfreiem Gewebe eine signifikant schlechtere Prognose (p = 0,019), wohingegen
eine hohe Dichte FOXP3" T-Zellen im Tumorzentrum mit einem verbesserten Uber-
leben (p = 0,001) einherging (46). Diese Ergebnisse verdeutlichen die tumorspezifi-
sche Auspragung des Immuninfiltrats, da bei verschiedenen anderen, soliden Tumo-
ren, wie dem Ovarialkarzinom, dem Pankreaskarzinom oder dem hepatozellularen
Karzinom, eine hohe Zelldichte aus FOXP3" T-Lymphozyten im Tumorzentrum mit
einer schlechten Prognose assoziiert war (47-49).

Eine bessere Aussagekraft hinsichtlich der Prognose und des Uberlebens konnte in
ausgewahlten Studien durch die Verwendung von Ratios, dem Quotienten zweier
Zahlenwerte, im Gegensatz zu der alleinigen Verwendung absoluter Zellzahlen er-
reicht werden. So untersuchten Diederichsen et al., ob das Uberwiegen einer T-Zell-
Subpopulation Auswirkungen auf die Prognose oder das Uberleben hat. Dabei konn-
te fur Patienten mit einer niedrigen CD4"/CD8" Ratio eine signifikant bessere 5-
Jahres-Uberlebensrate (p = 0,046) unabhangig vom Patientenalter und dem jeweili-
gen Tumorstadium festgestellt werden (50). Diese Daten konnten in einer prospektiv
angelegten Studie, bestehend aus 35 Patienten mit kolorektalem Karzinom im
AJCC/UICC TNM-Stadium I-Ill, bestatigt werden. Ein signifikant besseres krankheits-
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freies Intervall konnte bei Patienten mit einer niedrigen CD4'/CD8" Ratio (p =
0,0082) gefunden werden. Patienten mit einer hohen Anzahl an CD8" T-
Lymphozyten im Tumor zeigten einen nicht-signifikanten Trend zu einem langeren
DFI (51).

Des Weiteren konnte mit Hilfe einfacher Immunscores, die die Verteilung und Dichte
von Immunzellen im Tumor quantifizieren, ein prognostisches Hilfsmittel erstellt wer-
den, das in der statistischen Analyse dem klassischen TNM-System signifikant tber-
legen war (52). Der von Pages et al. erstellte Immunscore lasst sich in funf Gruppen
(10-14) unterteilen, die die Zellzahlen zweier T-Zell-Populationen in zwei ausgewahl-
ten Bereichen, dem Tumorzentrum und dem Tumorinfiltrationsrand, widerspiegeln.
Ein Immunscore von 0 reprasentiert eine niedrige Zelldichte beider Zelltypen (CD8"
und CD45R0") in den beiden Bereichen, ein Immunscore von 4 zeigt in beiden Be-
reichen eine hohe Dichte der Zellpopulationen an. Dabei konnten hochsignifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen in Bezug auf das krankheitsfreie In-
tervall und Gesamtuberleben (p < 0,0001) gezeigt werden. So entwickelten funf Jah-
re nach der Diagnose des Primartumors nur 4,8 % der Patienten mit einer hohen
Zelldichte von CD8" und CD45RO" Zellen in beiden Bereichen ein Rezidiv und
86,2 % davon waren noch am Leben. Dagegen erlitten 75 % der Patienten mit einem
Immunscore von 0 innerhalb von funf Jahren ein Rezidiv und nur 27,5 % Uberlebten
diesen Zeitraum (53). Es konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit geringer
Tumorinvasion, aber niedrigem Immunscore ein Rezidiv mit erhdhter Wahrschein-
lichkeit auftritt und diese Patienten moglicherweise von einer adjuvanten Chemothe-
rapie im Gegensatz zu einer alleinigen operativen Resektion, die in diesem Fall nur

noch fraglich als kurativer Ansatz anzusehen ist, profitieren konnten (52).

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden in der Folge auch auf Metasta-
sen des fortgeschrittenen kolorektalen Karzinoms ausgedehnt. Der Fokus lag dabei
vor allem auf der haufigsten kolorektalen Metastasenlokalisation: der Leber.

In einer ersten Verdffentlichung konnten Katz et al. bei Patienten mit einer Uberle-
benszeit groer zehn Jahren nach Lebermetastasenresektion eine Assoziation mit
einer hohen Gesamt-T-Lymphozyten-Anzahl (CD3" T-Zellen), spezieller einer hohen
Anzahl CD8" T-Zellen, nachweisen. Paradoxerweise wurden nur bei 22 % dieser Pa-
tienten hohe CD4" Zellzahlen gefunden, obwohl fiir eine wirksame und dauerhafte
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Immunantwort CD8" zytotoxischer T-Lymphozyten die Hilfe von CD4" T-Zellen beno-
tigt wird. Als mogliche Erklarung geben die Autoren die Einschlusskriterien ihrer Pati-
enten in der vorliegenden Studie an, die, ausgewahlt nach der Uberlebenszeit

(< 2 Jahre und = 10 Jahren), Extremfalle des Krankheitsverlaufes darstellen (54,
55). In einer aktuellen Studie mit 188 Patienten konnte die Forschungsgruppe um
Katz et al. fiir die Anzahl CD4" Zellen eine positive Korrelation mit dem Gesamtiber-
leben und der rezidivfreien Zeit feststellen. Eine hohe Anzahl CD8" Zellen im Ver-
haltnis zu der Gesamtzahl an T-Lymphozyten (CD8/CD3 Ratio) konnte ebenfalls ein
verlangertes Uberleben voraussagen. Die Analyse der regulatorischen T-
Lymphozyten zeigte, dass hohe FoxP3:CD4 und FoxP3:CD8 Ratios unabhangige
Pradiktoren fur ein kurzeres Gesamtuberleben waren (56).

Eine an unserem Institut von Brunner et al. durchgeflhrte Studie, die das Immuninfilt-
rat kolorektaler Lebermetastasen untersuchte, ergab in der multivariaten Analyse ein
signifikant langeres Uberleben fir Patienten mit einer hohen CD45RO™ T-Zell Ratio
beim Vergleich von Tumorinfiltrationsrand und tumorfreiem Lebergewebe. Die Aus-
bildung einer fibrotischen Kapsel zeigte ebenfalls eine signifikante Korrelation mit
einem verlangerten Uberleben, sodass mit Hilfe dieser beiden Werte ein Immunscore
zur Risikostratifikation erstellt werden konnte (57).

Die Gruppe um Halama et al. beschrieb zudem eine starke Assoziation zwischen der
Immunzelldichte im Tumorinfiltrationsrand kolorektaler Lebermetastasen und der An-
sprache auf eine Chemotherapie. Patienten, die als Responder auf eine Chemothe-
rapie identifiziert wurden und gleichzeitig eine hohe Dichte an Immunzellen im Tumo-
rinfiltrationsrand aufwiesen, zeigten ein signifikant langeres Gesamt- und progressi-

onsfreies Uberleben (58).

Bei 10 - 20 % der Patienten mit kolorektalem Karzinom treten im Krankheitsverlauf
Metastasen in der Lunge auf (2). Remark et al. fertigten immunhistochemische Far-
bungen von Patienten mit Lungenmetastasen von kolorektalen Karzinomen und Nie-
renzellkarzinomen an und verglichen anschlieend die Immuninfiltrate der Metasta-
sen mit denen der Primartumoren. Dabei korrelierte eine hohe Dichte von CD8'-
Zellen mit einem langeren Gesamtuberleben (p = 0,039), was sich mit den Ergebnis-
sen aus Studien zum Primartumor deckt. Die Kombination von CD8"-Zellen mit Zell-
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zahlen reifer dendritischer Zellen (CD8""/DC-LAMP"®": p = 0,008) ergab zudem in
der multivariaten Analyse den starksten unabhangigen Pradiktor fiir das Uberleben.
Aulerdem konnte beim Vergleich der Dichte der Immunzellen zwischen dem Primar-
tumor und den Lungenmetastasen eine positive Korrelation fur alle untersuchten Zell-
reihen (CD8" T-Lymphozyten, dendritische Zellen und NK-Zellen) gefunden werden.
Die Bedeutung dieser Ergebnisse ist noch nicht geklart. Sie konnten aber entweder
eine Art ,Imprinting“ des Immuninfiltrates durch die Tumorzellen oder ein durch Im-
munzellen im Rahmen des Kontakts mit dem Primartumor erlerntes Gedachtnis wi-
derspiegeln (59). Weitere Studien, die das Immuninfiltrat kolorektaler Lungenmeta-
stasen erforschen und auf seine prognostische Aussagekraft hin untersuchen, fehlen
bisher.

Eine bedeutende Rolle konnte die Integration von Immunmarkern neben seiner
prognostischen Aussagekraft zudem fur die Etablierung einer Immuntherapie beim
kolorektalen Karzinom spielen. Verschiedene Ansatze wurden bereits in klinischen
Studien getestet oder befinden sich gerade in der Erprobung. Einer dieser Ansatze
stellt eine Kombination aus nicht-spezifischer Immun- und Chemotherapie dar. Dafur
wurde im Rahmen einer Phase-Ill-Studie die Zusammensetzung aus dem Zytostati-
kum Gemcitabin, dem FOLFOX-Schema und dem Granulozyten-Monozyten-Kolonie-
stimulierenden Faktor (GM-CSF) mit dem klassischen Chemotherapieschema FOL-
FOX verglichen. Eine zwischenzeitliche Analyse konnte bereits eine signifikante
Uberlegenheit des sogenannten GOLFIG-Schemas Uber das alleinige FOLFOX-
Schema in Bezug auf die Ansprechrate (59,3 % gegenuber 34,4 %; p = 0,0001) und
das progressionsfreie Uberleben (12,4 Monate gegentiber 7,9 Monate; p = 0.0105)
zeigen. Als unabhangiger, voraussagender Faktor konnte eine Tumorinfiltration
durch regulatorische T-Lymphozyten und zentrale Gedachtnis-T-Zellen identifiziert
werden.

Ein weiterer Ansatz verfolgt die Beimpfung des Patienten mit tumorspezifischen Anti-
genen, zum Beispiel durch den Einsatz von Vektoren wie bestrahlten autologen Tu-
morzellen oder autologen dendritischen Zellen, die eine spezifische T-Zell-vermittelte
Immunreaktion bewirken sollen (60). Es ist zu erwarten, dass die Immuntherapie
durch die intensive Forschung und das zunehmende Wissen auf diesem Gebiet in
den nachsten Jahren zunehmend an Bedeutung bei der Therapie des kolorektalen

Karzinoms gewinnen wird.
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Der Einfluss von Immunzellen im Tumormileu konnte in zahlreichen Studien auch fur
andere Tumorentitaten (Ovarialkarzinom, Pankreaskarzinom, Nierenzellkarzinom,
etc.) und fur verschiedene histologische Typen (Adenokarzinom, Plattenepithelkarzi-
nom, etc.) beschrieben werden (61). Begrundet auf der universalen Rolle der Immun-
reaktion in Tumoren wurde in Fachkreisen die Forderung laut, Hilfsmittel wie den
Immunscore als prognostischen Faktor und Komponente der Tumorklassifikation
aufzunehmen. Zum einen konnte gezeigt werden, dass ein Instrument wie der Im-
munscore als starkster Parameter fur das DFI und Gesamtuberleben dem traditionel-
len TNM-System Uberlegen ist. Zum anderen konnen die Ergebnisse immunhisto-
chemischer Farbungen ein mdgliches Hilfsmittel fur neue therapeutische Ansatz-
punkte darstellen. Die Auswertung von Gewebeschnitten nach immunhistochemi-
scher Farbung kann von Standardlaboren, die mit der Routinediagnostik und Begut-
achtung von Tumoren vertraut sind, durchgefihrt werden. Um einen Vergleich der
Messwerte zu ermoglichen, erfordert es allerdings die Standardisierung der Ver-
suchsprotokolle. Hierfur wurde eigens eine internationale Task Force mit Spezialisten
aus 23 verschiedenen Zentren ins Leben gerufen, die mit der Validation und Integra-
tion der aus den Immuninfiltraten gewonnen Informationen beauftragt wurde. Ziel ist
die Entwicklung einer vorlaufigen Leitlinie fur Organisationen und Institutionen, die
sich mit der Krebsimmuntherapie und anderen Aspekten der Tumorbiologie ausei-
nandersetzen, und die Aufnahme des Immunscores als neue Komponente fur die

Klassifikation von Tumoren (37, 62).
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Die Analyse des Infiltrationsmusters von Immunzellen bei soliden Tumoren lieferte
wertvolle Informationen in Bezug auf die Prognose und das Uberleben der Patienten.
Zahlreiche Studien konzentrierten sich dabei auf die Erforschung des Immuninfiltra-
tes des kolorektalen Karzinoms. Auch die Rolle der Immunzellen bei kolorektalen
Lebermetastasen wurde in den letzten Jahren zunehmend untersucht, wohingegen

das Immuninfiltrat kolorektaler Lungenmetastasen bisher kaum erforscht wurde.

Ziel der vorliegenden retrospektiv durchgefuhrten Studie war es, einen Zusammen-
hang zwischen dem Immuninfiltrat kolorektaler Lungenmetastasen und der Prognose
und dem Uberleben der Patienten zu ermitteln. Die Ergebnisse dieser Studie sollen
langfristig dazu beitragen, eine bessere Abschatzung der Prognose bei Patienten mit
metastasiertem Tumorstadium zu ermdglichen und Informationen Uber mogliche An-
griffspunkte neuer immuntherapeutischer Ansatze bei der Therapie des kolorektalen

Karzinoms zu liefern.

Zudem wurden die Immuninfiltrate kolorektaler Lungen- und Lebermetastasen mitei-
nander verglichen. Dadurch sollte herausgefunden werden, ob die immunologische
Reaktion bei Metastasen desselben Primartumors aber unterschiedlicher Lokalisati-

on einem gemeinsamen Muster folgt.
Neben den immunhistochemischen Auswertungen wurde zusatzlich der Einfluss Kli-

nischer Faktoren, wie des Lymphknotenstatus bei der Metastasenresektion oder der
Anzahl an Metastasen, auf das Uberleben der Patienten untersucht.
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3 Material und Methoden
3.1 Patientenkollektiv und Gewebeproben

3.1.1 Patientendaten und Herkunft der Proben

Die vorliegende retrospektive Studie wurde an der Universitatsklinik Regensburg
durchgefuhrt und von der lokalen Ethikkommission genehmigt (Nr. 12-101-0009).
Die Stichprobe umfasste 69 Patienten mit in die Lunge metastasiertem kolorektalem
Karzinom, die zwischen den Jahren 2005 und 2012 in der thoraxchirurgischen Abtei-
lung des Krankenhauses der Barmherzigen Bruder Regensburg operativ versorgt

worden waren.

Die Auswahlkriterien fur die Indikationsstellung zur pulmonalen Metastasektomie be-
inhalteten die technische Moglichkeit zur Resektion der Lungenherde, die funktionel-
le Operabilitdt der Patienten, den Ausschluss eines Lokalrezidivs des Primartumors
sowie den Ausschluss extrapulmonaler Metastasen, ausgenommen Lebermetasta-
sen (17, 63). Als operatives Verfahren wurde hauptsachlich die parenchymschonen-
de Keilresektion (n = 29) verwendet. Bei 18 der Patienten wurde die Resektion der
Lungenherde mittels Laser durchgefuhrt. In Einzelfallen musste aufgrund der Lage
oder Ausbreitung der Metastasen eine Segmentresektion (n = 6), Lobektomie
(n = 12) oder Pneumonektomie (n = 2) durchgefuhrt werden. Bei zwei Patienten kam
die VATS zum Einsatz.

Mit Hilfe klinischer Daten aus dem Computer-System des Krankenhauses der Barm-
herzigen Bruder und pathologischer Berichte konnte eine umfassende Datenbank fur
die statistische Auswertung erstellt werden. Die Tabellen 5 und 6 zeigen klinisch-
pathologische Aspekte der 69 Patienten, darunter 45 Manner (65 %) und 24 Frauen
(35 %), mit einem medianen Alter von 65 Jahren zum Zeitpunkt der Metastasenope-
ration. Die Lokalisation des Primartumors befand sich bei 23 Patienten im Kolon und
bei 46 Patienten im Rektum. Bei der Mehrzahl der Patienten (n = 39) wurde zum Di-
agnosezeitpunkt das TNM-Stadium T3 diagnostiziert, gefolgt von Stadium T2 (n =
16), Stadium T4 (n = 9), Stadium T1 (n = 2) sowie 3 nicht naher klassifizierte Stadien.
Lymphknotenmetastasen konnten bei 36 Patienten (Stadien N1 und N2) beim

Staging des Primartumors gefunden werden.
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Tabelle 5 Histopathologische Aspekte des Primartumors.

n =69 (100 %)

Primartumor

Kolon 23 (33 %)

Rektum 46 (66 %)
TNM-Stadium

T1 2 (3%)

T2 16 (23 %)

T3 39 (57 %)

T4 9 (13 %)

Tx 3 (4%)
Grading

G2 48 (70 %)

G3 12 (17 %)

Gx 9 (13 %)
Lymphknotenmetastasen

NO 33 (48 %)

N1 17 (25 %)

N2 19 (28 %)
Resektionsstatus Primartumor

RO 54 (78 %)

R1 2 (3%)

R2 3 (4%)

Rx 10 (14 %)

Die Metastasen in der Lunge traten in unserem Kollektiv bei sechs (8,7 %) der Teil-
nehmer synchron zum Primartumor auf, bei 63 (91,3 %) wurden Lungenmetastasen
erst metachron entdeckt. Drei der Patienten entwickelten zudem synchron Leberme-
tastasen, bei 15 wurden Lebermetastasen metachron diagnostiziert. Zwolf der Pati-
enten erhielten vor der Metastasenchirurgie eine neoadjuvante Chemotherapie, 18
erhielten nach der Metastasektomie eine adjuvante Chemotherapie. Das mediane
Uberleben nach der Lungenoperation lag bei 33 Monaten mit einer 3-Jahres-
Uberlebensrate von 44 % und einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 37 %.
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Tabelle 6 Klinisch-pathologische Aspekte des Patientenkollektivs.

Geschlecht (mannlich)

Raucher

Pulmonale Vorerkrankung

Synchrone Lungenmetastasen
Singulare Lungenmetastase

RO Resektion d. Lungenmetastasen
pulmonale Lymphadenektomie

Positiver pulmonaler Lymphknotenstatus
Neoadjuvante Chemotherapie
Adjuvante Chemotherapie

Ja (%)
45 (65,2 %)
13 (18,8 %)
9 (13,0 %)
6 (8,7 %)
43 (62,3 %)
67 (97,1 %)
48 (69,6 %)
8 (16,7 %)
12 (17,4 %)
18 (26,1 %)

Nein (%)
24 (34,8 %)
56 (81,2 %)
60 (87,0 %)
63 (91,3 %)
26 (37,7 %)

2 (2,9 %)
21 (30,4 %)
40 (83,3 %)
57 (82,6 %)
51 (73,9 %)

Uberlebensdaten des Kollektivs konnten mit Hilfe des Tumorzentrums Regensburg
(Tumorzentrum fur Ostbayern) erhoben werden. Die fur die immunhistochemischen
Untersuchungen bendtigten Tumor- und Lymphknotengewebeblocke aus Paraffin
wurden von der pathologischen Gemeinschaftspraxis Dr. med. Wiesinger bereitge-
stellt.

Hinsichtlich der Verteilung von Immunzellen in den drei Bereichen wurde unser Pati-
entenkollektiv mit Patienten aus einer Studie verglichen, die das Immuninfiltrat bei
kolorektalen Lebermetastasen erforscht hatte. Die von Brunner et al. an unserem
Institut durchgefuhrte Studie umfasste 222 Patienten (118 mannlich, 59 %; 83 weib-
lich, 41 %) mit einem medianen Altersdurchschnitt von 62 Jahren, denen im Zeitraum
von 2004 bis 2010 am Universitatsklinikum Regensburg Lebermetastasen eines ko-
lorektalen Karzinoms reseziert worden waren. Die Datenbanken zu den Zellzahlen

wurden von Stefan Brunner bereitgestellt (57).

3.1.2 Aufbereitung der Proben
Die Paraffinblocke mit den Gewebeproben wurden zur Herstellung von Gewebe-

schnitten zunachst auf einer Kuhlplatte bei -15 °C gekuhlt. Die Gewebeschnitte mit

einer Dicke von 5 pm wurden am Rotationsmikrotom SLEE CUT 6062 hergestellt.
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Fur jede Gewebeprobe wurden mehrere Schnitte angefertigt. Die fertigen Schnitte
wurden dann zur Streckung in ein Wasserbad gegeben und anschlie3end auf Objekt-

trager der GrofRe 75 x 25 mm fixiert.

3.2 Farbemethoden

3.2.1 HE-Farbung

Zur morphologischen Beurteilung wurden die Schnitte mit Hamatoxylin und Eosin
gefarbt. Der naturliche Farbstoff Hamatoxylin farbt basophile Strukturen, wie die DNS
im Zellkern oder die Ribosomen, blau. Azidophile (Eosinophile) Zellbestandteile, wie
zum Beispiel ein Groldteil der Proteine im Zytoplasma, werden durch Eosin rot ange-
farbt. Die Farbung erfolgte nach dem folgenden Farbeprotokoll:

Die Schnitte wurden zunachst zur Entparaffinierung far 2 x 10 min in das organische
Losungsmittel Roti-Histol (Carl Roth) gegeben. Anschliel3end wurden die Schnitte in
einer absteigenden Alkoholreihe (2 x 99 % - 2 x 96 % - 70 % Ethanol) fur jeweils 2
Minuten rehydratisiert und unter destillietem Wasser gewaschen. Die Farbung der
basophilen Zellbestandteile erfolgte durch Einbringen der Schnitte in eine Hamalaun-
Losung fur 3 - 5 min. Daraufhin wurden die Schnitte erneut mit destilliertem Wasser
gespult und anschlieffend fur 10 min unter Leitungswasser geblaut. Erst durch den
hoheren pH-Wert im Leitungswasser kommt es zum Farbumschlag der angefarbten,
basophilen Strukturen ins Blaue. Die Gegenfarbung erfolgte flir weitere 2 min mit
Eosin. Nach erneutem Spulen mit destilliertem Wasser wurden die Schnitte zur De-
hydrierung in eine aufsteigende Alkoholreihe (1 min in 70 % Ethanol, je 2 x 2 min in
96 % und 99 % Ethanol) gegeben. Abschlielend wurden die Praparate erneut in die
Roti-Histol-LOsung getaucht und mit dem Deckmittel Roti HistoKitt (Carl Roth) und

einem Deckglas luftdicht eingedeckt. Die Schnitte wurden zum Abdampfen unter den

Abzug gelegt und spater bei Zimmertemperatur gelagert.
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3.2.2 Immunhistochemische Farbungen

Zur immunhistochemischen Farbung wurden die Schnitte in die Pathologie des Uni-
versitatsklinikums Regensburg gebracht. Pro Patient wurden funf Farbungen ange-
fertigt. Die Schnitte wurden dabei auf das Vorhandensein von Immunzellen in drei
unterschiedlichen Bereichen der Praparate (Tumorzentrum, Tumorinfiltrationsrand
und Lungenperipherie) untersucht. Verwendet wurden Antikorper, die jeweils gegen
das Antigen von CD4" Helferzellen, CD8" zytotoxischen T-Zellen sowie CD45RO"
Gedachtnis-T-Zellen gerichtet waren, da diese Marker bei Untersuchungen zum Pri-
martumor sowie bei Metastasierung in die Leber einen Zusammenhang zwischen der
Immunzellverteilung im Tumormileu und dem Patientenuberleben ergeben hatten
(38, 39, 53, 56, 57).

Zusatzlich wurde das Vorliegen des B-Zell-Oberflachenantigens CD20 sowie des
CD68 Antigens, das sich hauptsachlich bei Gewebsmakrophagen und Monozyten
intrazellular befindet, untersucht (Tab. 7).

Tabelle 7 Antikorper der Immunhistochemischen Farbungen.

Herstellerbezeichnung Verdinnung
Monoclonal Mouse Anti-Human CD20cy Clone L26 1:500
CONFIRM Anti-CD4 (SP35) Rabbit Mono 1:1
CONFIRM anti-CD8 (SP57) Rabbit 1:2
Monoclonal Mouse Anti-Human CD68 Clone KP1 1:600
Monoclonal Mouse Anti-Human CD45-RO Clone UCHL1  1:150

Die Farbungen wurden am BenchMark ULTRA IHC/ISH Staining Module mit vorge-
fertigten Protokollen durchgefuhrt. Das Fassungsvermogen pro Farbevorgang betrug
30 Objekttrager.

3.2.2.1 CD20

Die Farbung gegen das CD20 Antigen erfolgte mit dem Monoclonal Mouse Anti-
Human CD20cy-Antikorper (Clone L27) in einer Verdinnung von 1:500.
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Im ersten Schritt (Backen) wurden die Objekttrager auf 75 °C erwarmt und far 4 Mi-
nuten inkubiert. Schritt 2 bestand aus der Entparaffinierung der Objekttrager. Dafur
wurden die Objekttrager-Temperatur auf 72 °C gebracht und die Proben mit der
Ventana EZ-Prep Losung inkubiert. Die Hitzevorbehandlung im Schritt 3 erfolgte mit
dem Ventana ULTRA Cell Conditioning (ULTRA CC1) Reagenz fur 20 min bei einer
Temperatur von 95 °C. Im vierten Schritt wurde ein Tropfen eines von der Pathologie
der Universitatsklinik Regensburg selbst hergestellten Reagenzes, bestehend aus
3%iger Hy02-Losung in absolutiertem Methanol (OPTION 2), zusammen mit der
Ventana LCS-Losung, die der Austrocknung der Proben entgegenwirken soll, auf
den Objekttrager aufgetragen und fur weitere 8 Minuten inkubiert.

In Schritt 5 wurde schlieRlich der Monoclonal Mouse Anti-Human CD20cy-Antikorper
(PREP KIT 2) in einer Verdinnung von 1:500 zusammen mit der Ventana LCS-
Losung hinzugegeben und fur 16 Minuten inkubiert. Im Schritt 6 wurden die Objekt-
trager im ultraWash-Programm gespdlt. Im siebten Schritt wurde zur Gegenfarbung
ein Tropfen Hamatoxylin mit der Ventana LCS-L6sung fur 8 Minuten inkubiert und im
darauffolgenden Schritt (8) das Ventana Bluing-Reagent zusammen mit der Ventana
LCS-L6sung fur weitere 8 Minuten hinzugegeben, um die Blau-Farbung zu verstar-

ken.

Das Prazipitat aus Antigen und Primarantikdrper konnte mit Hilfe des ultraView Uni-
versal DAB Detection Kit nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich um eine indi-
rekte Methode, die dem Nachweis von Maus-IgG, Maus-IgM und Kaninchen-
Primarantikorpern dient. Ferner kommen ein gegen den Primarantikorper gerichteter
Sekundarantikdrper und ein Enzym mit dazugehorigem Substrat-Chromogen-System
zum Einsatz. Der durch die Reaktion von dem Enzym-Substrat-Gemisch nachgewie-
sene Antigen-Antikdrper-Komplex erscheint als braunes Prazipitat. Diese Methode

wurde bei allen Farbungen im Benchmark ULTRA verwendet.

Die fertig gefarbten Schnitte wurden dann mit einem Tropfen Spulmittel unter Lei-
tungswasser abgespult und anschlieBend in eine aufsteigende Alkohol-Reihe gege-
ben. Diese setzt sich aus den folgenden Konzentrationen zusammen:
1 x 70 % Ethanol, 2 x 96 % Ethanol, 2 x 100 % Isopropanol und 2 x 100 % Xylol.

Im Anschluss daran wurden die Objekttrager mit Entellan® der Firma Merck einge-
deckt. Dieses Verfahren wurde nach allen Farbevorgange durchgefuhrt.
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3.2.2.2 CD4

Die Farbung gegen das CD4 Antigen erfolgte mit dem CONFIRM anti-CD4 (SP35)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody der Firma Ventana.

Die Schritte 1 und 2 des Farbevorgangs waren identisch mit dem Farbeprotokoll von
CD20. Im Schritt 3 wurde die Hitzevorbehandlung mit dem Ventana ULTRA Cell
Conditioning (ULTRA CC1) Reagenz bei 95 °C fur 52 Minuten durchgefuhrt.

Die Inkubation mit einem Tropfen des unverdinnten anti-CD4 AntikOrpers zusammen
mit der Ventana LCS-L6sung fur 32 Minuten erfolgte in Schritt 4. In den Schritten 5
bis 7 wurden die vorher bereits beschriebene Spulung mit der ultraWash-Option und
die Gegenfarbung fur je 8 Minuten mit Hamatoxylin und anschlielend dem Bluing-
Reagent durchgefuhrt.

3.2.2.3 CD8

Bei der CD8 Farbung wurde der CONFIRM anti-CD8 (SP57) Rabbit Monoclonal Pri-
mary Antibody der Firma Ventana in einer Verdunnung von 1:2 eingesetzt, der im
Farbeprotokoll als PREP KIT 56 bezeichnet wird.

Die ersten beiden Schritte des Farbeprotokolls stimmten mit dem Farbevorgang von
CD20 uberein.

Die Hitzevorbehandlung mit dem Ventana ULTRA CC1 Reagenz bei 95 °C im
Schritt 3 wurde bei der CD8 Farbung fur 36 Minuten durchgefuhrt. Im vierten Schritt
wurde ein Tropfen des 1:2 verdunnten Antikorpergemisch gegen CD8 zusammen mit
dem LCS-Reagenz zu den Proben gegeben und fur 28 Minuten inkubiert. Anschlie-
Rend folgten der Spulvorgang und die Gegenfarbung mit Hamatoxylin und dem

Bluing-Reagent nach oben beschriebenem Schema.

3.2.2.4 CD68 KP1

Das Farbeprotokoll der CD68 KP1 Farbung stimmte in den ersten drei Schritten mit
dem Protokoll von CD8 uberein. Nach der 36-minutigen Hitzevorbehandlung wurden
die Proben in Schritt 4 mit der als OPTION 2 bezeichneten Losung zusammen mit
dem LCS-Reagenz fur 8 Minuten inkubiert. Dann wurde der Monoclonal Mouse Anti-
Human CD68-Antikorper (Clone KP1) in einer Verdinnung von 1:600 ebenfalls mit
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der LCS-LOsung fur weitere 24 Minuten hinzugegeben. Anschlielend wurde im
ultraBlock-Programm ein Tropfen des Ventana Antibody Diluent (OPTION 1) - ein
Antikorper-Verdunnungsreagenz, um den fur die optimale immunhistochemische
Farbung erforderlichen Antikorper-Titer zu erhalten - zusammen mit dem LCS-
Reagenz fur 16 Minuten mit den Proben inkubiert. Die Schnitte wurden dann direkt

mit Hamatoxylin und dem Bluing-Reagent gegengefarbt.

3.2.2.5 CD45 RO

Die Farbung gegen das CD45 RO Antigen erfolgte mit dem 1:150 verdunnten Mono-
clonal Mouse Anti-Human CD45 RO-Antikorper (Clone UCHL1).

Die Schritte 1 und 2 erfolgten analog zu den anderen Protokollen. Die Hitzevorbe-
handlung mit dem ULTRA CC1 Reagenz bei 95° C wurde im dritten Schritt fur
52 Minuten durchgefuhrt. Darauf wurde in Schritt 4 ein Tropfen von OPTION2 mit
dem LCS-Reagenz aufgetragen und fur 8 Minuten inkubiert. In Schritt 5 wurden dann
100 pl des CD45 RO Primar Antikorper mittels Pipette per Hand zu den Proben
titriert und far 24 Minuten inkubiert. Anschlieend erfolgte die Gegenfarbung mit Ha-
matoxylin und dem Bluing-Reagent nach bekanntem Schema.

3.3 Digitalisierung der Proben

Die gefarbten Gewebeschnitte wurden am Axio Observer Z1 Mikroskop mit Hilfe der
AxioVision 40x64 Rel.4.9.1.0 Software fur Windows digitalisiert. Dabei wurde von
jedem der Gewebeschnitte zunachst eine Ubersichtsaufnahme in 5-facher VergroéRe-
rung und anschlieBend je drei Aufnahmen in 20-facher VergroRerung aus zufallig
ausgewahlten Abschnitten (GrolRe eines Gesichtsfeldes) der Bereiche Tumorzent-
rum, Tumorinfiltrationsrand und Lungenperipherie angefertigt. Die einzelnen Berei-
che in den Praparaten wurden wie folgt ausgewahlt:
- Tumorzentrum (Tu): Bereich, der die Tumormetastase ohne den Infiltrations-
rand erfasst
- Tumorinfiltrationsrand (Im): Bereich, der innerhalb eines Gesichtsfeldes an die
Tumormetastase angrenzt

- Lungenperipherie (Sd): peripheres, tumorfreies Lungenparenchym
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Da der Resektionsrand einzelner Praparate so nahe an die Tumormetastase heran-
reichte, dass auf den Gewebeschnitten keine Lungenperipherie miterfasst war, und
einige Schnitte eine unzureichende Qualitat aufwiesen, konnten bei vier der Patien-

ten nicht alle drei Bereiche in die Auswertung mit aufgenommen werden.

Die Aufnahmen im .tif-Format wurden in das JPEG-Format exportiert. Mit Hilfe der
ImagedJ-Software Version 1.47 konnten die bei der immunhistochemischen Farbung
positiv gefarbten Zellen in den drei zufallig ausgewahlten Abschnitten ausgezahlt und
hieraus Mittelwerte fur die einzelnen Bereiche eines jeden Schnittes errechnet wer-

den.

Abhéngig von der Anzahl der CD20", CD4", CD8", CD68" und CD45" Zellen in den
verschiedenen Bereichen wurden die Patienten fiir die Uberlebensanalysen in zwei
Gruppen unterteilt. Dafur wurde zunachst fur jeden Bereich innerhalb einer Farbung
ein Gesamtmittelwert, der sich aus den Mittelwerten der einzelnen Schnitte zusam-
mensetzt, gebildet. Daraus erfolgte die Einteilung in Bereiche mit hohem und niedri-

gem Anteil an Immunzellen.

3.4 Verwendete Materialien

3.41 Gerate

Computer MacBook Pro, Apple,Cupertino, USA
Farbeautomat BenchMark ULTRA, Ventana, Tucson, USA
Kahlplatte COP30, Medite GmbH, Burgdorf

Mikroskop Axio Observer Z1, Zeiss, Oberkochen
Mikroskop-Computer Dell, Round Rock, USA

Mikrotom CUT 6062, SLEE medical GmbH, Mainz
Wasserbad MWB, SLEE medical GmbH, Mainz
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3.4.2 Software

AxioVision 40x64 Rel.4.9.1.0 (Windows)
Endnote X5 (Windows) & X7 (Mac)

GraphPadPrism v.6.01 (Windows)

SPSS Statistics Version 23 (Mac)

Imaged 1.47 (Mac)

Microsoft Office 2013 (Word,Excel) (Windows)
Microsoft Office 2016 (Word,Excel) (Mac)

3.4.3 Chemikalien und Reagenzien

Entellan®

Eosin

Ethanol

Hamatoxylin |

Hamalaun

H202-Lésung 3%ig (Teil von OPTION2)
Isopropanol 100 %

Methanol (Teil von OPTION2)

Roti®-Histokitt

Roti®-Histol

Ventana® Antibody Diluent (OPTION 1)
Ventana® Bluing-Reagent

Ventana® EZ-Prep Lésung

Ventana® LCS-Lésung

Ventana® ULTRA Cell Conditioning (ULTRA CC1)
Ventana® ultraView Universal DAB Detection Kit

Xylol 100 %
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Zeiss, Oberkochen
Thomson Reuters,

New York City, USA
GraphPad Software Inc.,
La Jolla, USA

IBM, Armonk, USA

NIH, Bethesda, USA
Microsoft, Redmond, USA
Microsoft, Redmond, USA

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Ventana, Tucson, USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
(Haus Intern)

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Ventana, Tucson, USA
Ventana, Tucson, USA
Ventana, Tucson, USA
Ventana, Tucson, USA
Ventana, Tucson, USA
Ventana, Tucson, USA
VWR, Radnor, USA



3.4.4 Gebrauchsgegenstande

Deckglaser VWR, Radnor, USA
Objekttrager SuperFrost™ Plus 75 x 25 mm Thermo Scientific, Waltham,
USA

3.4.5 Antikorper

CONFIRM Anti-CD4 (SP35) Rabbit Mono Ventana, Tucson, USA
CONFIRM anti-CD8 (SP57) Rabbit Ventana, Tucson, USA
Monoclonal Mouse Anti-Human CD20cy Clone L26 Dako, Glostrup, Danemark

Monoclonal Mouse Anti-Human CD45-RO Clone UCHL1 | Dako, Glostrup, Danemark

Monoclonal Mouse Anti-Human CD68 Clone KP1 Dako, Glostrup Danemark

3.5 Statistische Analysen

Die statistischen Auswertungen in der vorliegenden Studie wurden mit der Software
SPSS Statistics Version 23 und GraphPadPrism Version 6.0.1 durchgefuhrt. Mit Hilfe
des Mann-Whitney-U-Tests wurde Uberpruft, ob sich die Mittelwerte der Zellzahlen
fur die einzelnen Bereiche unseres Kollektivs von den Mittelwerten der Patienten aus
der Studie mit Lebermetastasen signifikant unterscheiden. Analog dazu wurden die
Mittelwerte der drei Bereiche der Lungenmetastasen untereinander unter Anwen-
dung des Kruskal-Wallis-Tests untersucht. Die Uberlebensraten in zwei oder mehre-
ren unverbundenen Gruppen wurden mit Hilfe des Log-Rank Tests miteinander ver-
glichen. Kreuztabellen wurden zum Vergleich zweier Gruppen hinsichtlich verschie-
dener klinischer und histologischer Kriterien erstellt. Das Signifikanz-Level fur samtli-

che statistische Tests wurde auf p < 0,050 festgelegt.

Fir die Uberlebenszeitanalysen wurden Kaplan-Meier-Graphen mit Hilfe der Graph-
PadPrism Software erstellt. Diese stellen die zu vergleichenden Gruppen in Form
von Uberlebenskurven dar. Die x-Achse spiegelt dabei das Uberleben nach Metasta-
senchirurgie in Monaten wider. Der prozentuale Anteil der Uberlebenden ist der
y-Achse zu entnehmen. Dieser Wert verringert sich, wenn in der jeweiligen Gruppe
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das Ereignis ,Tod" eintritt. Patienten, bei denen wahrend des gesamten Beobach-
tungszeitraumes kein Ereignis eingetreten ist, werden als ,zensiert* bezeichnet und
im Kaplan-Meier-Graphen durch einen senkrechten Strich gekennzeichnet. Die Zen-
sierung kann beispielsweise dadurch erklart werden, dass ein Patient zum Ende der
Studie noch am Leben war oder eine Kontaktaufnahme zum Patienten nicht mehr
moglich war. Es wird angenommen, dass die Daten dieser Patienten bis zum Eintritt
des nachsten Todesfalls im untersuchten Kollektiv in die Wahrscheinlichkeitsberech-
nungen mit eingehen. Danach findet der zensierte Patient keine Berucksichtigung bei
der Berechnung des Kaplan-Meier-Schatzers mehr. Das Kaplan-Meier-Verfahren
beinhaltet somit bei der Berechnung der Uberlebenswahrscheinlichkeiten zu den ein-
zelnen Zeitpunkten auch zensierte Patienten (64).

Um herauszufinden, ob sich die Uberlebenszeiten in den untersuchten Gruppen sta-
tistisch unterscheiden, wurde der Log-rank-Test verwendet. Ein p < 0,050 stellt einen
signifikanten Unterschied der Uberlebensraten dar.

Das Hazard Ratio ist ein Mal} dafur, um wie viel die Sterberate einer Gruppe hoher
ist als die der anderen. Es wird zusammen mit einem 95 % Konfidenzintervall ange-
geben.

Bei Angaben zur Uberlebenszeit wird das mediane Uberleben in Monaten mit dem
dazugehdrigen Standardfehler genannt.

Aktuelle Informationen zum Follow-Up, bereitgestellt vom Tumorzentrum Regens-
burg, lagen bei allen 69 Patienten vor. Patienten, die zum Zeitpunkt der Datenerhe-
bung noch am Leben waren, wurden anhand der letzten Kontaktaufnahme mit dem

Tumorzentrum erfasst.
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4 Ergebnisse

4.1 Unterschiede der Immunzellinfiltration bei kolorektalen Lungen- und Le-

bermetastasen

Um mogliche Gemeinsamkeiten bei der Immunzellinfiltration, wie diese beispielweise
zwischen Primartumor und Lungenmetastasen nachgewiesen werden konnten, zu
erforschen, wurden die Mittelwerte der positiv-gefarbten Zellen der beiden Gruppen
mit Lungenmetastasen und Lebermetastasen jeweils fur die drei Bereiche Tumor-
zentrum, Tumorinfiltrationsrand und peripheres Stroma analysiert (59). Dabei wurden
die Ergebnisse aus den Farbungen gegen CD4", CD8" und CD45RO" Zellen, die in
beiden Studien durchgefuhrt worden waren, mittels des Mann-Whitney-U-Tests ver-
glichen. Anschlielfend wurden mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests die drei Bereiche
der Lungenschnitte untereinander auf die Verteilung der Zellen hin verglichen. Dabei
wurden zusétzlich die Farbungen gegen CD20" und CD68" Zellen untersucht, die nur
bei den Lungenpraparaten durchgefuhrt worden waren.

Im Folgenden werden neben dem jeweiligen p-Wert der statistischen Tests auch die
Mittelwerte der Zellzahlen mit dem dazugehorigen Standardfehler aufgefuhrt.

Die Infiltration von CD4" Zellen im Tumorzentrum war bei Leber- und Lungenschnit-
ten (Leber 40 £ 3 gegenuber Lunge 42 + 15 Zellen/Gesichtsfeld; p = 0,0521) ver-
gleichbar, wohingegen die Zellzahlen im Tumorinfiltrationsrand (Leber 261 £ 11 ge-
genuber Lunge 54 t+ 6 Zellen/Gesichtsfeld; p < 0,0001) und auch im peripheren
Stroma (Leber 66 + 4 gegenuber Lunge 13 £ 2 Zellen/Gesichtsfeld; p < 0,0001) der
Leberschnitte signifikant hdhere Zahlen an CD4" Zellen als die Lungenschnitte zeig-
ten (Abb. 4 und 5).
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Abbildung 4 Immunhistochemische Darstellung von CD4. Vergleich der drei Bereiche Tumorzentrum, Tumorin-
filtrationsrand und Lungenperipherie. Jeweils 20-fache VergréRerung.
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Abbildung 5 Infiltration CD4" T-Lymphozyten bei kolorektalen Lungenmetastasen im Vergleich mit kolorektalen
Lebermetastasen. Absolute Zellzahlen pro Gesichtsfeld bei 20-facher VergréRerung. * p < 0,050

Bezliglich der CD8" Zellen fanden sich vergleichbare Zellzahlen in den Tumorzentren
der beiden Gruppen (Leber 28 + 3 gegenuber Lunge 26 + 4 Zellen/Gesichtsfeld;
p = 0,2665), wahrend sich bei den Leberschnitten sowohl im Tumorinfiltrationsrand
(Leber 149 £ 7 gegenlber Lunge 46 + 5 Zellen/Gesichtsfeld; p < 0,0001) als auch im
peripheren Stroma (Leber 61 * 4 gegenuber Lunge 11 + 1 Zellen/Gesichtsfeld;
p < 0,0001) signifikant hohere Zellzahlen als im Lungengewebe zeigten (Abb. 6 und
7).
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Abbildung 6 Immunhistochemische Darstellung von CD8. Vergleich der drei Bereiche Tumorzentrum, Tumorin-
filtrationsrand und Lungenperipherie. Jeweils 20-fache VergréRerung.
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Abbildung 7 Infiltration CD8" T-Lymphozyten bei kolorektalen Lungenmetastasen im Vergleich mit kolorektalen
Lebermetastasen. Absolute Zellzahlen pro Gesichtsfeld bei 20-facher VergréRerung. * p < 0,050

Auch die Infiltration von CD45RO" Zellen im Tumorzentrum erbrachte eine vergleich-
bare Anzahl an Immunzellen in Leber und Lunge (Leber 62 + 5 gegentber Lunge 99
+ 43 Zellen/Gesichtsfeld; p = 0,1808). Die Zellzahlen bei den Lebermetastasen wa-
ren im Tumorinfiltrationsrand (Leber 272 + 11 gegenlber Lunge 107 + 17 Zel-
len/Gesichtsfeld; p < 0,0001) sowie im peripheren Stroma (Leber 78 + 6 gegenlber
Lunge 30 £ 3 Zellen/Gesichtsfeld; p < 0,0001) signifikant héher als bei den Lungen-
metastasen (Abb. 8 und 9).
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Abbildung 8 Immunhistochemische Darstellung von CD45RO. Vergleich der drei Bereiche Tumorzentrum, Tu-
morinfiltrationsrand und Lungenperipherie. Jeweils 20-fache VergréRerung.
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Abbildung 9 Infiltration CD45RO" T-Lymphozyten bei kolorektalen Lungenmetastasen im Vergleich mit kolorek-
talen Lebermetastasen. Absolute Zellzahlen pro Gesichtsfeld bei 20-facher Vergréerung. * p < 0,050

Unter Zuhilfenahme des Kruskal-Wallis-Tests wurden zusatzlich die drei Bereiche
der Lungenschnitte (Tu, Im, Sd) untereinander verglichen. Dabei konnte festgestellt
werden, dass bei den CD4, CD8, CD45RO und CD20 (Tu14 £8;Im14 £ 3;Sd 1+ 1
Zellen/Gesichtsfeld; p < 0,0001; Abb. 10 und 11) Farbungen signifikant weniger Zel-
len in der Lungenperipherie als im Tumorzentrum und Tumorinfiltrationsrand vorla-
gen (p < 0,0001).
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Abbildung 10 Immunhistochemische Darstellung von CD20. Vergleich der drei Bereiche Tumorzentrum, Tumor-
infiltrationsrand und Lungenperipherie. Jeweils 20-fache Vergréerung.
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Abbildung 11 Immunzellinfiltrat bestehend aus CD20" B-Lymphozyten bei kolorektalen Lungenmetastasen in
den drei ausgezahlten Bereichen (Tu, Im, Sd). Absolute Zellzahlen pro Gesichtsfeld bei 20-facher VergréRerung.

Bei der CD68 Farbung hingegen zeigten sich statistisch signifikant niedrigere Zell-
zahlen im Tumorzentrum als im Tumorinfiltrationsrand und peripheren Stroma (Tu 8
+ 3;Im 32 + 3; Sd 26 + 2 Zellen/Gesichtsfeld; p < 0,0001; Abb. 12 und 13).
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Abbildung 12 Immunhistochemische Darstellung von CD68. Vergleich der drei Bereiche Tumorzentrum, Tumor-
infiltrationsrand und Lungenperipherie. Jeweils 20-fache Vergréerung.
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Abbildung 13 Immunzellinfiltrat bestehend aus CD68" Zellen bei kolorektalen Lungenmetastasen in den drei
ausgezahlten Bereichen (Tu, Im, Sd). Absolute Zellzahlen pro Gesichtsfeld bei 20-facher VergréRerung.
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4.2 Uberlebenszeitanalyse

4.2.1 Einfluss der Immunzellinfiltration auf das Patienteniiberleben

Aus Studien zum Primartumor und zu Lebermetastasen ist bereits bekannt, dass ei-
ne spezifische Ansammlung von Immunzellen einen Einfluss auf das Patientenuber-
leben hat (53, 61, 65, 66).

Wie bereits in Kapitel 3.3 beschrieben, wurden die Patienten fir die Uberlebenszeit-
analysen in zwei Gruppen mit hoher und niedriger Infiltration durch die entsprechen-
den Zellarten unterteilt.

Die Auswertung der Testverfahren und Kaplan-Meier-Graphen zeigte eine signifikant
erhohte Uberlebensrate bei Patienten mit einer hohen Anzahl CD4" Zellen im Tu-
morzentrum im Vergleich zu Patienten mit niedrigen Zellzahlen (103 + 33 gegenuber
37 £ 6 Monate; Hazard Ratio 2,91 (95 % Kl 1,17-4,98); p = 0,0246; Abb. 14). Im Ge-
gensatz dazu konnte kein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich der CD4
Zellinfiltration im Tumorinfiltrationsrand (p = 0,3903; Abb. 15) und der Lungen-
peripherie (p = 0,6291; Abb. 16) gefunden werden.
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Abbildung 14 Kaplan-Meier-Graph: Hinsichtlich des kumulativen Uberlebens ist im Beobachtungszeitraum ein
signifikant besseres Uberleben fiir Patienten mit hohen CD4" Zellzahlen im Tumorzentrum als bei Patienten mit
niedrigen CD4" Zellzahlen festzustellen. * p = 0,0246
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Abbildung 15 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit hohen CD4" Zellzahlen im Tumorinfiltrationsrand zeigten ver-
gleichbare Uberlebensraten wie Patienten mit niedrigen CD4" Zellzahlen. p = 0,3903
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Abbildung 16 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit hohen CD4" Zellzahlen in der Lungenperipherie zeigten ver-
gleichbare Uberlebensraten wie Patienten mit niedrigen CD4" Zellzahlen. p = 0,6291

Des Weiteren fand sich kein Unterschied im Uberleben der Patienten mit einer hohen
Anzahl an CD8" (Tu p = 0,4359; Im p = 0,8148; Sd p = 0,5402; Abb. 17-19),
CD45RO" (Tu p = 0,5368; Im p = 0,3343; Sd p = 0,8156; Abb. 20-22), CD20" (Tu p =
0,6110; Im p = 0,6475; Sd p = 0,8420; Abb. 23-25) und CD68" Zellen (Tu p = 0,8298;
Im p = 0,2302; Sd p = 0,2591; Abb. 26-28) im Vergleich zu Patienten mit niedrigen
Zellzahlen der entsprechenden Zellen in den drei untersuchten Bereichen.
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Abbildung 17 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit hohen CD8" Zellzahlen im Tumorzentrum zeigten vergleichba-
re Uberlebensraten wie Patienten mit niedrigen CD8" Zellzahlen. p =0,4359
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Abbildung 18 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit hohen CD8" Zellzahlen im Tumorinfiltrationsrand zeigten ver-
gleichbare Uberlebensraten wie Patienten mit niedrigen CD8" Zellzahlen. p = 0,8148
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Abbildung 19 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit hohen CD8" Zellzahlen in der Lungenperipherie zeigten ver-
gleichbare Uberlebensraten wie Patienten mit niedrigen CD8" Zellzahlen. p = 0,5402
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Abbildung 20 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit hohen CD45" Zellzahlen im Tumorzentrum zeigten vergleich-
bare Uberlebensraten wie Patienten mit niedrigen CD45" Zellzahlen. p = 0,5368
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Abbildung 21 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit hohen CD45" Zellzahlen im Tumorinfiltrationsrand zeigten
vergleichbare Uberlebensraten wie Patienten mit niedrigen CD45" Zellzahlen. p = 0,3343
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Abbildung 22 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit hohen CD45" Zellzahlen in der Lungenperipherie zeigten
vergleichbare Uberlebensraten wie Patienten mit niedrigen CD45" Zellzahlen. p = 0,8156
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Abbildung 23 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit hohen CD20" Zellzahlen im Tumorzentrum zeigten vergleich-
bare Uberlebensraten wie Patienten mit niedrigen CD20" Zellzahlen. p=0,6110
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Abbildung 24 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit hohen CD20" Zellzahlen im Tumorinfiltrationsrand zeigten
vergleichbare Uberlebensraten wie Patienten mit niedrigen CD20" Zellzahlen. p = 0,6475
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Abbildung 25 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit hohen CD20" Zellzahlen in der Lungenperipherie zeigten
vergleichbare Uberlebensraten wie Patienten mit niedrigen CD20" Zellzahlen. p = 0,8420
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Abbildung 26 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit hohen CD68" Zellzahlen im Tumorzentrum zeigten vergleich-
bare Uberlebensraten wie Patienten mit niedrigen CD68" Zellzahlen. p = 0,8298
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Abbildung 27 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit hohen CD68" Zellzahlen im Tumorinfiltrationsrand zeigten
vergleichbare Uberlebensraten wie Patienten mit niedrigen CD68" Zellzahlen. p = 0,2302
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Abbildung 28 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit hohen CD68" Zellzahlen in der Lungenperipherie zeigten
vergleichbare Uberlebensraten wie Patienten mit niedrigen CD68" Zellzahlen. p = 0,2591
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4.2.2 Einfluss von Chemotherapie auf das Patienteniiberleben

Aulerdem wurde der Einfluss von neoadjuvanter und adjuvanter Chemotherapie auf
das Uberleben der Patienten Uberpriift. Dafiir wurden die entsprechenden Patienten-
gruppen, die eine Chemotherapie erhalten hatten, mit den Patienten ohne eine Che-
motherapie zunachst mit Hilfe von Kreuztabellen und der Anwendung des Chi-
Quadrat-Tests hinsichtlich klinischer Faktoren verglichen. Die jeweiligen Gruppen
waren in Bezug auf das Geschlecht, den Nikotinabusus, den Resektionsstatus der
Lungenmetastasen, die Anzahl der Lungenmetastasen, die Durchfuhrung einer Lym-
phadenektomie im Rahmen der Lungenmetastasenoperation, die Lokalisation des
Primartumors, den Lymphknoten- und den Resektionsstatus des Primartumors ver-
gleichbar.

Der einzige Unterschied zwischen den Patientengruppen bestand darin, dass Patien-
ten mit einer pulmonalen Vorerkrankung keine neoadjuvante Chemotherapie
(p = 0,014) erhielten und dass Patienten mit positivem pulmonalem Lymphknotensta-
tus ofter mit einer adjuvanten Chemotherapie (p = 0,026) behandelt wurden.

AnschlieBend wurden unter der Anwendung von Kaplan-Meier-Graphen und des
Log-rank-Tests die Auswirkungen der neoadjuvanten und adjuvanten Chemotherapie
auf das Uberleben untersucht. Wenngleich diese Ergebnisse aufgrund des geringen
Umfangs der Stichprobe mit Vorsicht interpretiert werden mussen, konnte in dieser
Untersuchung kein Uberlebensvorteil bei Patienten, die eine neoadjuvante Chemo-
therapie erhalten hatten, im Vergleich zu Patienten, denen keine neoadjuvante Che-
motherapie verabreicht worden war, festgestellt werden (27 £ 10 gegenuber 47 + 8
Monate; Hazard Ratio 1,53 (95% Kl 0,71-3,87); p = 0,2512; Abb. 29).
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Abbildung 29 Kaplan-Meier-Graph: Das Uberleben der Patienten mit neoadjuvanter Chemotherapie war ver-
gleichbar mit dem Uberleben der Patienten ohne neoadjuvanter Chemotherapie. p = 0,2512

Ferner zeigten Patienten, die mit einer adjuvanten Chemotherapie behandelt worden
waren, ein schlechteres Uberleben im Vergleich zu Patienten, denen keine adjuvante
Chemotherapie appliziert worden war (36 £+ 13 gegenuber 75 £+ 18 Monate; Hazard
Ratio 2,01 (95% Kl 1,12-4,69); p = 0,0264; Abb. 30).
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Abbildung 30 Kaplan-Meier-Graph: Hinsichtlich des kumulativen Uberlebens ist im Beobachtungszeitraum ein
signifikant besseres Uberleben bei Patienten ohne adjuvanter Chemotherapie als bei Patienten mit adjuvanter
Chemotherapie festzustellen. * p = 0,0264
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Beim Vergleich aller Chemotherapie-Varianten untereinander zeigten Patienten, die
entweder keine Chemotherapie oder eine Kombination aus neoadjuvanter und ad-
juvanter Chemotherapie erhalten hatten, ein signifikant langeres Uberleben im Ge-
gensatz zu Patienten, die nur mit neoadjuvanter oder adjuvanter Chemotherapie ver-
sorgt worden waren (p = 0,0179; Abb. 31).
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Abbildung 31 Kaplan-Meier-Graph: Beim Vergleich der verschiedenen Chemotherapie-Varianten untereinander
zeigten Patienten ohne Chemotherapie oder Patienten mit kombinierter Chemotherapie im Vergleich zu Patienten
mit alleiniger neoadjuvanter/adjuvanter Chemotherapie eine signifikant bessere Uberlebensrate. * p = 0,0179

4.2.3 Einfluss weiterer klinischer Faktoren auf das Patiententiiberleben

Die im Rahmen verschiedener Studien zu Lungenmetastasen kolorektaler Karzinome
identifizierten prognostischen Faktoren - wie bereits in Kapitel 1.1.3. erwahnt - wur-
den auch in dieser Studie hinsichtlich ihres Einflusses auf das Patienteniberleben

nach Metastasenoperation untersucht. (22, 34, 67)

Dabei fanden sich kirzere Uberlebensraten bei Patienten mit positivem pulmonalem
Lymphknotenstatus als bei Patienten mit negativem pulmonalem Lymphknotenstatus
(22 + 4 gegenuber 48 + 15 Monate; Hazard Ratio 2,39 (95% Kl 1,07-10,27); p =
0,0398; Abb. 32).
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Abbildung 32 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit negativem pulmonalem Lymphknotenstatus zeigten im Ver-
gleich zu Patienten mit positivem pulmonalem Lymphknotenstatus im Beobachtungszeitraum ein signifikant bes-
seres Uberleben. * p=0,0398

Dagegen zeigten Patienten, die eine systematische Lymphadenektomie wahrend der
Resektion der pulmonalen Metastasen erhalten hatten, und Patienten, bei denen
keine systematische Lymphadenektomie durchgefuhrt worden war, vergleichbare
Uberlebenszeiten (47 + 7 gegeniiber 36 + 7 Monate; Hazard Ratio 0,91 (95% Kl
0,46-1,79); p = 0,7900; Abb. 33).
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Abbildung 33 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit systematischer Lymphadenektomie und Patienten ohne sys-
tematische Lymphadenektomie zeigten vergleichbare Uberlebensraten im Beobachtungszeitraum. p=0,7900
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Darlber hinaus gab es keine Unterschiede im Uberleben hinsichtlich der Anzahl der
Lungenmetastasen (singular gegenuber multiple; p = 0,5838; Abb. 34). Patienten mit
einem DF| > 24 Monaten zeigten zudem keinen Uberlebensvorteil beim Vergleich mit
Patienten mit einem DFI < 24 Monaten (p = 0,7107; Abb. 35). Eine signifikant besse-
re Uberlebensrate wurde bei Patienten ohne zusétzliche Metastasierung in der Leber
als bei Patienten mit synchronen oder metachronen Lebermetastasen gefunden
(p = 0,0003; Abb. 36).
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Abbildung 34 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit singularen und multiplen Lungenmetastasen zeigten ver-
gleichbare Uberlebensraten. p=0,5838
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Abbildung 35 Kaplan-Meier-Graph: Patienten mit einem DFI > 24 Monaten zeigten keinen Uberlebensvorteil
beim Vergleich mit Patienten mit einem DFI < 24 Monaten. p=0,7107
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Abbildung 36 Kaplan-Meier-Graph: Patienten ohne zusatzliche Metastasierung in der Leber zeigten ein signifi-
kant besseres Uberleben als Patienten mit synchronen oder metachronen Lebermetastasen. * p=0,0003
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5 Diskussion

Bei der Erforschung der Tumorentstehung und -bekampfung lag der Fokus lange auf
den Tumorzellen selbst, ohne dass dabei die Bedeutung des eigenen Immunsystems
bertcksichtigt wurde. Mit Hilfe immunhistochemischer und molekularer Methoden
konnte in zahlreichen Studien ein umfangreiches tumorspezifisches Infiltrat an Im-
munzellen identifiziert werden (38). Dabei wurde im Rahmen von Uberlebenszeitana-
lysen fur die Verteilung und Dichte bestimmter Immunzellen ein statistisch signifikan-
ter Uberlebensvorteil festgestellt (39, 50, 51). AuBerdem konnte durch die Kombina-
tion zweier unterschiedlicher Immunzelltypen ein prognostisches Mittel entwickelt
werden, das der klassischen AJCC/UICC TNM-Klassifikation uberlegen war (37).
Eine eigens dafur gegrindete Kommission aus internationalen Experten beschaftigt
sich noch immer mit der Integration und Validierung des sogenannten Immunscores
in das bisher benutzte Staging System (60, 62, 66).

Neben der prognostischen Wertigkeit lieferten die Ergebnisse der immunologischen
Untersuchungen zudem spezifische Ansatzpunkte fur neue Therapien. Durch die
gezielte Stimulation einzelner Immunzelltypen oder die Beimpfung des Patienten mit
antigen-beladenen Vektoren konnten erste vielversprechende Ergebnisse in Studien

zur Immuntherapie von Tumoren erzielt werden (60).

Bisher wurde vor allem das Immuninfiltrat solider Primartumore analysiert. Um je-
doch auch fur Patienten mit metastasierter Tumorerkrankung Aussagen bezuglich
der Prognose und des Uberlebens treffen zu kénnen, muss gezielt das Immuninfiltrat

der Metastasen untersucht werden.

5.1 Ergebnisse der Untersuchungen

In dieser Arbeit wurde das Immuninfiltrat kolorektaler Lungenmetastasen mit dem
von kolorektalen Lebermetastasen aus einer an unserem Institut durchgefuhrten
Studie verglichen. Daruber hinaus wurde untersucht, welche Verteilung die Immun-
zellen bei kolorektalen Lungenmetastasen aufweisen und inwiefern einzelne Zellty-

pen eine prognostische Aussagekraft hinsichtlich des Uberlebens der Patienten be-

59



sitzen. AuRerdem wurde der Einfluss bestimmter klinischer Faktoren auf die Progno-

se und das Uberleben erforscht.

5.1.1 Unterschiede der Inmunzellinfiltration bei kolorektalen Lungen- und Le-
bermetastasen

Eine wichtige Frage, um die Rolle von Immunzellen bei fortgeschrittenen Tumoren zu
verstehen, ist, ob das Immuninfiltrat des Primartumors Gemeinsamkeiten mit dem
Infiltrat seiner Metastasen besitzt. In einer von Remark et. al durchgefuhrten Studie
wurde das Immuninfiltrat von kolorektalen Karzinomen und Nierenzellkarzinomen mit
dem ihrer Lungenmetastasen verglichen. Dabei konnte fur das kolorektale Karzinom
eine positive Korrelation bei der Dichte aller untersuchten Zellen zwischen dem Pri-
martumor und den Lungenmetastasen nachgewiesen werden (59). Eine von Halama
et al. veroffentlichten Studie wiederum konnte keinen Zusammenhang zwischen dem

Infiltrat von kolorektalen Lebermetastasen und ihrem Primartumor feststellen (68).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun herausgefunden werden, ob das Immuninfiltrat
bei Metastasen desselben Primartumors Gemeinsamkeiten aufweist. Hierfir wurden
die Patienten dieser Studie mit Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen vergli-
chen. Dabei zeigten sich nicht nur bei der Verteilung der Immunzellen in den einzel-
nen Bereichen, sondern auch bei der Art der infiltrierenden Immunzellen, die Auswir-
kungen auf das Uberleben haben, Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Der
Vergleich der CD4", CD8" und CD45RQO" Zellen in den beiden Gruppen, ergab ver-
gleichbare Zellzahlen im Tumorzentrum, wohingegen die Zelldichte im Infiltrations-
rand und in der tumorfreien Peripherie bei den Lebermetastasen signifikant hohere
Werte zeigte.

Bei Patienten mit Lebermetastasen stellt der Infiltrationsrand das Zentrum der Im-
munreaktion dar. Dort konnte die hochste Dichte an Immunzellen gefunden werden.
Halama et al. bestatigten diese Erkenntnis in einer Studie, die den Einfluss des Im-
muninfiltrates auf ein Ansprechen der Chemotherapie hin untersuchte (58). Die von
Brunner et al. durchgefuhrte Studie konnte ebenfalls die Bedeutung des Infiltrations-
randes bei kolorektalen Lebermetastasen hervorheben. Hohe Zellzahlen CD4", CD8"
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und CD45RO" Zellen in diesem Bereich zeigten einen signifikanten Uberlebensvorteil
(57).

Patienten mit kolorektalen Lungenmetastasen hingegen zeigten eine homogene In-
filtration von Tumorzentrum und Infiltrationsrand und signifikant weniger Zellen in der
Peripherie. Dies verdeutlicht, dass sich die Interaktion zwischen Immunzellen und
Tumorzellen bei kolorektalen Lungenmetastasen auf das Tumorzentrum und den

Infiltrationsrand konzentriert.

Aus den Ergebnisse der vorliegenden Studie und bisheriger Forschungsarbeiten
kann geschlossen werden, dass das Immuninfiltrat des Primartumors nicht mit jeder
metastatischen Absiedlung korreliert. Vielmehr missen zum Verstandnis des Immu-
ninfiltrates von Tumoren auch Faktoren wie die Eigenschaften des Zielorgans der

Metastase berucksichtigt werden.

5.1.2 Einfluss des Imnmunzellinfiltrats auf das Uberleben

Um zu beweisen, dass das zuvor nachgewiesene lungenspezifische Immuninfiltrat
Auswirkungen auf das Uberleben der Patienten nach Metastasenresektion hat, wur-
den Uberlebenszeitanalysen angefertigt, die Patienten mit hohen und niedrigen Zell-
zahlen in den entsprechenden Bereichen miteinander vergleichen. Hohe Zellzahlen
CD4" T-Lymphozyten im Tumorzentrum waren dabei mit einem signifikant langerem
Uberleben assoziiert. Ubereinstimmend dazu konnte in vorhergehenden Studien zum
Primartumor ein glnstiger Einfluss CD4" Ty1-Zellen auf das Gesamtiiberleben der
Patienten gefunden werden (53, 61, 65, 66). Die fiir die CD4" Zellen im Tumorzent-
rum gefundenen Unterschiede im Uberleben konnten weder im Infiltrationsrand noch
in der tumorfreien Lungenperipherie nachgewiesen werden, was die immunologische
Bedeutung des Tumorzentrums bei kolorektalen Lungenmetastasen unterstreicht.
Diese Erkenntnis wird auch von einer Studie unterstutzt, die Lungenmetastasen des
kolorektalen Karzinoms und des Nierenzellkarzinoms mit ihrem jeweiligen Primartu-
mor verglich. Eine hohe Infiltration des Tumorzentrums kolorektaler Lungenmetasta-
sen durch CD8" T-Zellen und DC-LAMP" dendritische Zellen war dabei mit einem
verbesserten Patientenliberleben assoziiert (59). In unserer Studie konnte der Uber-
lebensvorteil fiir Patienten mit einer hohen Dichte CD8" T-Zellen im Tumorzentrum
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nicht bestatigt werden. Dennoch tragen die vorliegenden Ergebnisse hinsichtlich des
Uberlebensvorteils bei hohen CD4" Zellzahlen im Tumorzentrum zum Verstandnis

des immunologischen Tumormileus kolorektaler Lungenmetastasen bei.

5.1.3 Einfluss klinischer Faktoren auf das Uberleben

In zahlreichen Studien konnte fur verschiedene klinische Faktoren ein Einfluss auf
das Uberleben und die Prognose festgestellt werden. Die Uberlebenszeitanalysen
unserer Studie erbachten dabei folgende Ergebnisse:

Eine neoadjuvante Chemotherapie vor der Resektion der Lungenmetastasen bewirk-
te keine Verlangerung des Uberlebens. Ferner fiihrte eine nach der Metastasenope-
ration durchgefuhrte adjuvante Chemotherapie zu einem signifikant schlechteren
Uberleben der Patienten. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass entweder kei-
ne Chemotherapie oder die Kombination aus neoadjuvanter und adjuvanter Chemo-
therapie zu einem verbesserten Uberleben fiihrte. Diese Ergebnisse erfordern auf-
grund der niedrigen Anzahl an Patienten in unserer Studie eine vorsichtige Interpre-
tation. Allerdings konnte auch in der von Gonzalez et al. durchgefuhrten Metaanaly-
se, bestehend aus 25 Studien und einer Gesamtheit von 2925 Patienten, festgestellt
werden, dass die Behandlung mit einer Chemotherapie nicht mit einem verlangerten
Uberleben nach Resektion von kolorektalen Lungenmetastasen assoziiert war (22).
In einer von Park et al. durchgeflhrten Studie konnte fur Patienten mit adjuvanter
Chemotherapie nach Metastasenresektion im Vergleich zu Patienten ohne adjuvan-
ter Chemotherapie zwar ein verlangertes DFI nachgewiesen werden, jedoch zeigte
sich kein Unterschied in Hinsicht auf das Gesamtuberleben in den beiden Gruppen
(69). Auch die multivariaten Analysen von Lee et al. und Saito et al. fanden keinen
statistisch signifikanten Einfluss einer perioperativen Chemotherapie auf das Uberle-
ben der Patienten (70, 71). Generell fehlen prospektive, randomisierte kontrollierte
Studien, die den Einfluss einer Chemotherapie nach Resektion der kolorektalen Lun-
genmetastasen untersuchen (72). Eine mogliche Erklarung fur den fehlenden Nutzen
der neoadjuvanten Chemotherapie und das schlechtere Uberleben bei Patienten, die
mit adjuvanter Chemotherapie behandelt wurden, konnte durch die Tatsache gege-
ben sein, dass besonders Patienten mit ausgedehntem und aggressivem Tumorbe-
fall eine Chemotherapie erhalten. So erhielten Patienten mit positivem pulmonalem
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Lymphknotenstatus und somit einem fortgeschritteneren Krankheitsstadium in unse-
rer Studie haufiger eine adjuvante Chemotherapie als Patienten ohne pulmonale
Lymphknotenmetastasen.

In der Metaanalyse von Gonzalez et al. konnte zudem eine Assoziation zwischen
einem negativen pulmonalen Lymphknotenstatus bei der Resektion der Lungenme-
tastasen und einem verlangertem Uberleben der Patienten gezeigt werden (22). In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigten auch in unserer Studie Patienten
mit negativem Lymphknotenstatus ein langeres Uberleben. Interessanterweise konn-
te bei Patienten, die eine systematische Lymphadenektomie erhalten hatten, im Ver-
gleich zu Patienten ohne systematische Lymphadenektomie kein Uberlebensvorteil
beobachtet werden. Diese widerspruchlich erscheinenden Ergebnisse konnten durch
die geringe Anzahl an Patienten in unserer Studie bedingt sein. Allerdings muss be-
rucksichtigt werden, dass der Anteil an positiven Lymphknoten, die bei der systema-
tischen Lymphadenektomie in unserer Studie entfernt worden waren, mit 16,7 % ver-
haltnismalig niedrig war. Zudem vergrof3ert die systematische Entfernung der
Lymphknoten das Trauma des chirurgischen Eingriffs am Thorax und geht daher mit
einer potentiell erhdhten Morbiditat einher, die etwaige Uberlebensvorteile beein-
trachtigen konnte. Hamaiji et al. konnten in ihrer Studie keinen Uberlebensvorteil bei
Patienten mit systematischer Lymphadenektomie feststellen. Vielmehr ermdogliche
die Entfernung pulmonaler Lymphknoten im Rahmen der Metastasektomie ein akku-
rateres Staging der Tumorerkrankung, als dass sie selbst einen bedeutenden prog-
nostischen Faktor darstelle (24). Eine von Meimarakis et al. durchgefuhrte Studie
konnte zwar einen Trend fiir ein verlangertes Uberleben, jedoch keinen signifikanten
Uberlebensvorteil bei Patienten, die eine systematische Lymphadenektomie erhalten
hatten, nachweisen (73). Unter diesen Umstanden sollte das Ausmal der Resektion
der Lungenmetastasen und der systematischen Lymphadenektomie fur jeden Patien-

ten individuell im Rahmen der Tumorkonferenz diskutiert werden.

Zum Einfluss des DFI und der Anzahl der Lungenmetastasen auf das Uberleben fin-
den sich kontroverse Aussagen in der Literatur. In unserer Studie konnte weder fur
ein DFI > 24 Monate noch fiir eine singuldre Lungenmetastase ein Uberlebensvorteil
festgestellt werden. Diese Ergebnisse werden auch in einem von Pfannschmidt et al.
veroffentlichtem Review aufgefuhrt, in dem nur ein erhdhtes praoperatives CEA als

63



negativer prognostischer Faktor identifiziert werden konnte (35). Dieser Parameter
wurde in der Patientengruppe unserer Studie nicht zur praoperativen Diagnostik ab-
genommen und lag daher nicht zur statistischen Auswertung vor. Ein kurzes DFI und
multiple Lungenmetastasen fuhrten dagegen in anderen Studien zu einem signifikant
kirzerem Uberleben (22, 34). Die Bedeutung und der Einfluss dieser klinischen Fak-
toren auf die Prognose ist weiterhin unklar und sollte im Rahmen prospektiver Studi-
enmodelle genauer erforscht werden.

Patienten die neben einer Metastasierung in die Lunge zusatzlich auch Lebermeta-
stasen entwickelten, zeigten eine signifikant schlechtere Uberlebensrate als Patien-
ten ohne zusatzliche Lebermetastasen. Diese Ergebnisse kdnnten durch eine hohere
Tumorlast oder eine aggressivere Tumorbiologie erklart werden. Allerdings konnte in
vorausgegangenen Studien kein negativer Einfluss auf die Prognose bei einer he-

pato-pulmonalen Metastasierung festgestellt werden (74-76).

5.2 Kritische Anmerkungen

Verschiedene Punkte mussen bei der Betrachtung der Studie kritisch hinterfragt wer-
den. So birgt das hier verwendete retrospektive Studienmodell gewisse Limitationen.
Die klinischen Daten, die zur Auswertung dieser Studie verwendet wurden, konnten
nur aus Arztbriefen, pathologischen Befunden oder mit Hilfe des Tumorzentrums ge-
wonnen werden. Dies hatte zur Folge, dass bei einigen Patienten unvollstandige Da-
tensatze fur die statistischen Analysen vorlagen.

AuRerdem ist im Rahmen retrospektiver Studien ein kausaler Einfluss gewisser Stor-
groRen im Nachhinein schwer zu beurteilen und daher kaum zu berucksichtigen. Der
potenzielle Einfluss, der durch eine neoadjuvante Chemotherapie auf das Immun-
zellinfiltrat ausgeubt wird, konnte in unseren Untersuchungen nicht erfasst werden,
da alle Lungenpraparate von der Metastasenresektion stammen und somit erst nach
der neoadjuvanten Chemotherapie hergestellt wurden. Ein Vergleich mit dem Infiltrat
vor einer neoadjuvanten Chemotherapie war daher nicht maglich.
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Eine weitere mogliche Fehlerquelle stellt die geringe Grofle unserer Stichprobe dar.
Dies hat Auswirkungen auf die Power der Studie, eine Beschreibung der Aussage-
kraft eines statistischen Tests. Eine hohe Power bedeutet, dass ein statistischer Test
mit hoher Wahrscheinlichkeit einen existierenden Unterschied zwischen zwei Grup-
pen erkennt. Eine niedrige Fallzahl, eine zu grof3e Streuung der Messwerte und ein
zu kleiner Unterschied zwischen den Studiengruppen fuhren zu einer niedrigen
Power (77).

Bei der Verarbeitung der in Paraffin fixierten Gewebeproben konnten aufgrund der
Gewebeeigenschaften nicht alle histologischen Schnitte in die Auswertung aufge-
nommen werden. So war der Resektionsrand einiger Praparate so knapp, dass auf
den Gewebeschnitten keine Lungenperipherie miterfasst war. Aullerdem konnten
einige der Schnitte aufgrund der schlechten Gewebebeschaffenheit nicht analysiert
werden. Dies erklart die differierende Anzahl an Patienten bei der Durchfihrung der
Uberlebenszeitanalysen, bei der nur die auswertbaren Farbungen eingeschlossen

wurden.

Die Methodik der Immunhistochemie birgt aufgrund einer fehlenden Standardisierung
zudem Probleme bei der Auswertung und Interpretation. Diese entstehen zum einen
durch die Anwendung verschiedener Farbeprotokolle und Antikdper. Zum anderen
wird die Auswertung der positiv gefarbten Zellen durch die Subjektivitat des Untersu-
chers beeinflusst. Dadurch wird die Vergleichbarkeit der Resultate mit anderen Stu-
dien erschwert. Daruber hinaus argumentieren Gutkin. et al, dass immunhistochemi-
sche Farbungen zwar die gewunschten Zellen zur Darstellung bringen, jedoch keine
Aussage Uber deren funktionellen Status liefern. Hierflr postulieren sie den Einsatz
der Durchflusszytometrie, die allerdings auf frisch gewonnenes Tumorgewebe ange-

wiesen ist und somit nicht fur unsere Studie in Frage kam (78).

Weiterhin wurden die Ergebnisse unserer Studie nicht in einer unabhangigen rando-
misierten Kontrollgruppe bestatigt. Dies ware von besonderer Bedeutung gewesen,
wenn anhand der Ergebnisse der Uberlebenszeitanalysen ein Immunscore erstellt
worden ware, da sich somit die Genauigkeit des Testinstruments und die Reprodu-
zierbarkeit der Ergebnisse Uberprufen liele.
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5.3 Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich das Immuninfiltrat kolorektaler
Lungen- und Lebermetastasen unterscheidet. Die Verteilung und Dichte von Immun-
zellen in Metastasen wird somit nicht nur vom Primartumor beeinflusst, sondern
scheint auch von den morphologischen Eigenschaften des Zielorgans abzuhangen.

Interessant ware es herauszufinden, ob diese Resultate in einer Studie, die das Im-
muninfiltrat von Patienten mit hepato-pulmonalen Metastasen mit dem des Primar-

tumors vergleicht, reproduzierbar sind.

Eine hohe Dichte CD4" T-Zellen im Tumorzentrum war mit einem signifikant verlan-
gerten Uberleben assoziiert. Dieses Ergebnis verdeutlicht die besondere immunolo-
gische Rolle dieses T-Zell Subtyps bei kolorektalen Lungenmetastasen und liefert
wichtige Informationen bezuglich des lungenspezifischen Immuninfiltrats. Kinftige
Forschungsarbeiten, die sich mit den immunologischen Prozessen bei kolorektalen
Lungenmetastasen beschaftigen, sollten diesen Zelltyp in ihren Analysen bericksich-
tigen und auch hinsichtlich der Fragestellung nach dem Aktivitatsprofil untersuchen.
AuRerdem sollten weitere immunhistochemische Farbungen von kolorektalen Lun-
genmetastasen aus einer grofderen Stichprobe angefertigt werden. Erganzend zu
dieser Studie konnten Farbungen von weiteren Immunzellen, die bei den Untersu-
chungen zum Primartumor eine Rolle gespielt hatten, durchgefuhrt werden, um einen

Immunscore erstellen zu kbnnen.

Die prognostische Relevanz klinischer Faktoren bleibt weiterhin unklar. Ein negativer
Lymphknotenstatus war in unserer Studie mit einem signifikanten Uberlebensvorteil
assoziiert. Dieses Ergebnis konnte in zahlreichen anderen Studien bestatigt werden
(24, 79-81). Der Einfluss des DFI und der Anzahl der Metastasen wird in der Literatur
kontrovers diskutiert (4). Diese Faktoren sollten in kiunftigen prospektiven Studien
weiter untersucht werden. Schwieriger gestaltet sich die Interpretation der Ergebnis-
se bezuglich einer neoadjuvanten und adjuvanten Chemotherapie. So konnte in un-
serer Studie kein Uberlebensvorteil bei Patienten mit neoadjuvanter Chemotherapie
festgestellt werden. Patienten mit adjuvanter Chemotherapie zeigten sogar eine kur-
zere Uberlebensrate als Patienten ohne adjuvante Chemotherapie. Um die Aussage-
kraft dieser Ergebnisse zu bestatigen, mussten fur die beiden Therapieansatze pros-
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pektive randomisiert-kontrollierte Studien durchgefuhrt werden. Es ware jedoch
ethisch nicht vertretbar, einem Patienten mit fortgeschrittenem Krankheitsverlaufs als
Teil der Kontrollgruppe einer Studie keine Chemotherapie zu verabreichen. Somit
wird auch in Zukunft die Entscheidung fur oder gegen eine Chemotherapie im Rah-

men eines interdisziplindren Tumorboards getroffen werden.
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6 Zusammenfassung

Pulmonale Metastasen treten bei 10 - 20 % der Patienten mit kolorektalem Karzinom
auf und haben maligeblichen Einfluss auf das Gesamtuberleben. Eine individuelle
Prognoseabschatzung fur den einzelnen Patienten fallt durch die Variabilitat der
Uberlebenszeit innerhalb eines Stadiums der AJCC/UICC TNM-Klassifikation
schwer. Dieser Problematik kann mit Hilfe eines neuen Scoring-Systems unter Ein-
bezug der Immunzellen im Tumor entgegengewirkt werden. In dieser Arbeit wurde
das Immuninfiltrat kolorektaler Lungen- und Lebermetastasen miteinander verglichen
und der Einfluss einzelner Immunzelltypen auf das Uberleben von Patienten mit kolo-
rektalen Lungenmetastasen untersucht. Zudem wurde die prognostische Relevanz
ausgewabhlter klinischer Faktoren erforscht.

Hierfir wurden immunhistochemische Farbungen gegen die CD4, CD8, CD45R0,
CD20 und CD68 Antigene an Gewebeschnitten von kolorektalen Lungenmetastasen
durchgefuhrt. Die Praparate wurden auf das Vorliegen der entsprechenden Zelltypen
in den drei Bereichen Tumorzentrum, Tumorinfiltrationsrand und Lungenperipherie
analysiert. Die positiv gefarbten Zellen der CD4, CD8 und CD45RO Farbung der
Lungenmetastasen wurden in den drei Bereichen mit den entsprechenden Zellzahlen
bei kolorektalen Lebermetastasen verglichen. Dabei konnte festgestellt werden, dass
sich die Immuninfiltrate kolorektaler Lungen- und Lebermetastasen unterscheiden.
Bei kolorektalen Lungenmetastasen konzentriert sich die Immunreaktion auf das
Tumorzentrum und den Infiltrationsrand, wohingegen bei Lebermetastasen der Tu-
morinfiltrationsrand die grofte Rolle spielt.

AnschlieRend wurden mit Hilfe klinischer Daten Uberlebenszeitanalysen und Kaplan-
Meier-Graphen erstellt. Eine hohe Anzahl CD4" T-Zellen im Tumorzentrum kolorekta-
ler Lungenmetastasen war mit einem verlangerten Uberleben assoziiert. Patienten,
die mit einer neoadjuvanten Chemotherapie behandelt wurden, zeigten keinen Uber-
lebensvorteil im Vergleich zu Patienten ohne neoadjuvanter Chemotherapie. Eine
adjuvante Chemotherapie war in unserem Kollektiv sogar mit einer schlechteren
Prognose verbunden. Obwohl ein negativer Lymphknotenstatus das Uberleben der
Patienten signifikant verlangerte, konnte kein Uberlebensvorteil bei der Durchfiihrung
einer systematischen Lymphadenektomie festgestellt werden.

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass diese Studie als erstes gezielt das Immuninfiltrat
kolorektaler Lungenmetastasen analysierte. Dabei konnten die CD4" T-Zellen im
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Tumorzentrum als wichtigster Zelltyp fiir das Uberleben der Patienten identifiziert
werden. Aullerdem wurden in dieser Studie erstmalig die Immuninfiltrate zweier Me-
tastasen desselben Primartumors miteinander verglichen. Dabei konnte ein signifi-
kanter Unterschied bei der Dichte und Verteilung der untersuchten Zellen festgestellt

werden.
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