Diplomarbeit

Evaluierung des prognostischen Stellenwertes von
zellularen Markern der systemischen inflammatorischen
Response beim lokalisierten Kolonkarzinom

eingereicht von
Franziska Arminger

Geb.Dat.: 26.06.1989

zur Erlangung des akademischen Grades

Doktorin der gesamten Heilkunde
(Dr. med. univ.)

an der

Medizinischen Universitat Graz

ausgeflihrt an der
Universitatsklinik fiir Innere Medizin

Abteilung fiir Klinische Onkologie

unter der Anleitung von

Mag. Dr. Martin Pichler

und der Zweitbetreuung von
Assoziierter Prof. PD Dr. Armin Gerger

Graz, 18. Mai 2014 Franziska Arminger



Eidesstattliche Erklirung

Ich erklire ehrenwortlich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig und ohne fremde
Hilfe verfasst habe, andere als die angegebenen Quellen nicht verwendet habe und die den
benutzten Quellen wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche kenntlich

gemacht habe.

Graz, am 18. Mai 2014 Franziska Arminger

Anmerkung zur geschlechtsneutralen Schreibweise

Um die Lesbarkeit dieser Diplomarbeit zu verbessern wurde bei personenbezogenen
Bezeichnungen auf weibliche Endungen verzichtet und stets gebrduchliche maskuline

Formen verwendet, die sinngemdfs allerdings fiir beide Geschlechter gelten.

II



Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Mag. Dr. Martin Pichler fiir die ausgesprochen gute,
kompetente Betreuung, die vielen Ermutigungen und seine Geduld. Das anhaltende
Engagement, das er trotz starker Arbeitsbelastung aufbringen konnte, war eine

malgebliche Unterstiitzung fiir die Verfassung dieser Abschlussarbeit.

Desweiteren mdchte ich meinen Dank an Ass. Prof. PD Dr. Armin Gerger aussprechen, da
er mir die Bearbeitung dieses interessanten Themas an der Abteilung fiir klinische

Onkologie ermoglichte und grundlegende Daten bereitstellte.

Nicht zuletzt habe ich meinen Betreuern eine Co-Autorenschaft in drei wissenschaftlichen

Publikationen zu verdanken.

Starker familidrer Riickhalt ist keine Selbstverstindlichkeit. Deshalb mochte ich an dieser
Stelle meinen Eltern danken, dass sie mir so viel ermdglicht, mein Studium finanziert und
mich sowohl in emotionaler als auch ideeller Hinsicht unterstiitzt und geprigt haben. Mein
Dank gilt auch meinen drei Briidern, die in allen Lebenslagen stets zu meiner Seite

standen.

Nicht zu vergessen sind meine Freunde, mit denen ich simtliche Phasen der Studienzeit

durchlebt und eindriickliche Erfahrungen gemacht habe.

III



Zusammenfassung

HINTERGRUND Die Prognoseabschéitzung beim Kolorektalkarzinom mittels
klassischem TNM-Staging ist in vielen Féllen unzuldnglich, besonders Patienten im
Stadium II und III haben ein heterogenes klinisches Outcome. Daher wird die Evaluierung
zusdtzlicher prognostischer Marker als wichtig erachtet, nicht zuletzt auch um die
individuelle Therapieanpassung in diesen Stadien zu verbessern. Es ist allgemein bekannt,
dass das Immunsystem die Progression maligner Tumore auf verschiedene Weise
beeinflussen kann. Die Neutrophilen-Lymphozyten-Ratio (NLR) und die Thrombozyten-
Lymphozyten-Ratio (TLR) spiegeln die systemische inflammatorische Response wider und
erlangten kiirzlich aufgrund ihres prognostischen Wertes bei verschiedenen Krebsentitédten
Aufmerksamkeit. Das Ziel dieser Studie war zu kléren, ob sich die praoperative NLR und
TLR als Pradiktoren fiir das klinische Outcome von Kolonkarzinompatienten im Stadium
IT und III eignen und welcher Marker diesbeziiglich héheren prognostischen Wert besitzt.
METHODEN Diese retrospektive Studie inkludierte insgesamt 246 Patienten mit
Kolonkarzinomen im Stadium II und III. Zur Analyse der Haufigkeitsassoziationen mit den
klinisch-pathologischen Variablen Alter, Geschlecht, histologisches Grading, klinisches
Stadium und adjuvante Chemotherapie wurden Chi-Quadrat-Tests durchgefiihrt. Mittels
Kaplan-Meier-Kurven, uni- und multivariater Cox-Regressionsanalysen wurden
Unterschiede im krankheitsfreien Uberleben ("disease free survival", DFS) und im
Gesamtiiberleben ("overall survival" OAS) berechnet.

ERGEBNISSE In der univariaten Analyse war eine erhhte NLR signifikant mit
verkiirztem DFS (Hazard Ratio (HR) 2.02, 95% Konfidenzintervall (KI) 1.22-3.32,
p=0.006) assoziiert und behielt in der multivariaten Analyse die statistische Signifikanz
(HR 1.94, 95% KI 1.06-3.55, p=0.032). Zwischen NLR und OAS wurde kein signifikanter
Zusammenhang gefunden. Erhohte Werte der TLR betrafen weibliche Patienten signifikant
hiufiger als ménnliche Patienten (5°=6.754, p=0.034), waren aber weder mit DFS noch mit
OAS assoziiert.

KONKLUSION Diese Ergebnisse zeigen, dass die prédoperative NLR einen
unabhédngigen prognostischen Marker fiir das Rezidivrisiko von Patienten mit
Kolonkarzinom im Stadium II und III darstellt und weiter fiir die klinische
Routineanwendung evaluiert werden sollte, jedoch die pridoperative TLR in unserer

Studienkohorte keinen Einfluss auf das klinische Outcome hatte.
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Abstract

BACKROUND Estimation of prognosis in CRC patients by classical TNM-Staging
is in many cases insufficient, especially patients in stage II and III have heterogeneous
clinical outcome. Therefore evaluation of additional prognostic markers is considered to be
important, not least in view of improving individual therapy adjustment in these stages.
The immune system is generally known to influence the progression of cancer in different
ways. The neutrophil-lymphocyte-ratio (NLR) and the platelet-lymphocyte-ratio (PLR) are
markers of the systemic inflammatory response. They have recently gained attraction for
their prognostic value in various cancer entities. The aim of this study was to investigate,
whether the preoperative NLR and PLR could be used as predictors for clinical outcome in
stage II and III colon cancer patients and to evaluate which marker has superior prognostic
value.

METHODS This retrospective study included a total of 246 patients with stage
IT and III colon cancer. Chi-square-tests were performed to analyze associations with the
clinicopathological factors age, gender, histological grading, clinical stage and adjuvant
chemotherapy. Kaplan-Meier-curves and uni- and multivariate Cox-regression analyses
were performed to calculate differences in disease free survival (DFS) and overall survival
(OAS).

RESULTS In wunivariate analysis, the elevated NLR was significantly
associated with decreased DFS (hazard ratio (HR) 2.02, 95% confidence interval (CI) 1.22-
3.32, p=0.006) and remained significant in multivariate analysis (HR 1.94, 95% CI 1.06-
3.55, p=0.032). There was no association found between NLR and OAS. An elevated PLR
was significantly more frequent in female than in male patients (x’=6.754, p=0.034), but
was neither associated with DFS nor with OAS.

CONCLUSION These results show, that the preoperative NLR might be an
independent prognostic marker for DFS in stage II and III colon cancer patients and should
be further evaluated for application in clinical routine. In contrast, preoperative PLR did

not predict clinical outcome in our study cohort.
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1. HINTERGRUND

1.1 Das Kolorektalkarzinom

Zum besseren Verstindnis dieser Arbeit wird dem Leser zunidchst grundlegendes klinisch-
pathologisches Wissen iiber das Kolorektalkarzinom vermittelt.

Dabei sei erwidhnt, dass in der Literatur das Kolonkarzinom ("colon cancer", CC) und das
Rektumkarzinom ("rectal cancer", RC) vorwiegend unter der Gesamtentitét
Kolorektalkarzinom ("colorectal cancer", CRC) zusammengefasst werden, da sie sich
klinisch bis auf Lokalisation und Metastasierungsmuster nur wenig unterscheiden.
Allerdings bestehen Differenzen in der Diagnostik und nicht zuletzt in der Behandlung. Da
wir in unserer Studie nur Patienten mit CC inkludierten, wird in diesen Punkten nicht

gesondert auf das RC eingegangen.

1.1.1 Epidemiologie

Das CRC ist in Europa bei Minnern nach dem Lungen- und Prostatakarzinom die
dritthdufigste und bei Frauen nach dem Mammakarzinom die zweithdufigste maligne
Tumorerkrankung (1-3). Im Jahr 2008 lag die geschitzte Inzidenz weltweit bei 1,2
Millionen, die 5-Jahres Priavalenz bei 3,26 Millionen und die Mortalitdt bei 608.000 Fallen
(3,4). Die niedrigsten Inzidenzraten werden in Entwicklungsldndern (Afrika, Siid- und
Zentralasien), die hochsten in "westlichen Lindern" (Europa, Nordamerika, Australien,
Neuseeland) verzeichnet (3). Im internationalen sowie regionalen Vergleich liegt die
Inzidenz bei Ménnern etwas hoher als bei Frauen (3,4).

2011 wurden in Osterreich 4348 Neuerkrankungen gezihlt, davon 1883 bei Frauen und
2465 bei Ménnern, die Anzahl der Todesfille belief sich auf 2175 (5).

Von den 1960er- bis in die 1990er-Jahre stieg die Inzidenz deutlich, seither stagniert bzw.
sinkt sie (6). Obwohl seit den 1980er-Jahren auch eine riickldufige Tendenz der Mortalitét
zu erkennen ist, steht das CRC nach dem Lungen-und Brustkrebs weiterhin an zweiter
Stelle der Krebstodesfille (1,5).

90% der CRC manifestieren sich nach dem 50. Lebensjahr. Die Inzidenz verdoppelt sich
ab dem 40. Lebensjahr alle 10 Jahre (7). Das durchschnittliche Erkrankungsalter ist bei
Minnern das 69. Lebensjahr, bei Frauen das 75. Lebensjahr (8).




1.1.2 Atiologie

Allgemein wird das Lebenszeitrisiko an CRC zu erkranken auf 5-6% geschétzt (6,8.9).

5-10% der CRC entstehen im Zusammenhang mit hereditiren Krebssyndromen wie der
familidren adenomatdsen Polyposis (FAP) oder dem hereditiren nicht-polypdsen
Kolorektalkarzinom (HNPPC), bei 1-2% liegt eine chronisch entziindliche
Darmerkrankung zu Grunde. Die meisten kolorektalen Karzinome (88-94%) entwickeln
sich allerdings nicht auf dem Boden einer pridisponierenden Vorerkrankung (10).
Erwdhnenswert ist zudem, dass bei circa einem Viertel aller Patienten mit CRC zumindest
eine familidre Vorbelastung besteht, in den librigen Fillen kommt es zu einer sporadischen

Karzinogenese (6).

1.1.2.1 Allgemeine Risikofaktoren

Bei der groBen Gruppe der sporadisch entstehenden CRC spielen neben dem Einfluss
genetischer Faktoren vor allem Umwelteinfliisse, Lebensstil und Erndhrungsgewohnheiten
eine signifikante Rolle. Eine fett- und cholesterinreiche Erndhrung mit héiufigem
Fleischverzehr stellt einen signifikanten Risikofaktor dar, einem hohen Nahrungsanteil an
pflanzlichen Niahrstoffen (Ballaststoffen) wurde lange ein protektiver Effekt zugesprochen,
der allerdings heute von einigen Autoren angezweifelt wird (9,10). Die karzinogene
Wirkung von Nahrung mit hohem Anteil an Fett und Cholesterin beruht auf zwei
Aspekten: Einerseits steigert sie die hepatische Produktion und Ausscheidung von
Gallensduren und andererseits folgt dem Abbau durch Darmbakterien eine Kumulation von
toxischen sekundiren Gallensduren, welche als potentielle Karzinogene gelten (9).

Da Hiam die Bildung von kanzerogenen Nitroverbindungen fordert, scheint besonders der
Genuss von rotem Fleisch risikobehaftet zu sein (9,11). Ferner ist die Art der
Fleischzubereitung von Bedeutung: Beim Braten und Grillen mit sehr hohen Temperaturen
entstechen aus tierischem Eiweil kanzerogene Verbindungen wie polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe, heterozyklische Amine und Nitrosamine (9).

Wie bei vielen anderen Malignomen sind auch beim CRC klassische Risikofaktoren wie
Adipositas, Bewegungsmangel und chronischer Nikotin- und Alkoholabusus von
Bedeutung (9,12). Raucher haben ein erhdhtes Risiko sowohl fiir Kolonpolypen als auch
fir CRC und Alkoholkonsum steigert, abhdngig von Menge, das Erkrankungsrisiko
insbesondere fiir das RC (10,13).




Nach heutigem Wissenstand wirken Kalzium und Folsdure protektiv, Gallensduren fordern
die Karzinogenese (10). Bemerkenswerterweise fithrte die Einnahme von
Acetylsalicylsdure oder anderen nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR) in

epidemiologischen Studien zu einer Inzidenzsenkung von ca. 50% (9).

1.1.2.2 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Das Risiko einer Karzinomentwicklung ist bei Colitis ulcerosa um das 20-fache erh6ht und
héngt u.a. von Dauer und Ausdehnung der Entziindung, sowie vom synchronen Vorliegen
einer primér sklerosierenden Cholangitits ab. Bei Morbus Crohn mit Kolonbefall ist das
Karzinomrisiko, je nach Erkrankungsdauer, vergleichbar hoch (6,9,10).

Man weiB, dass das CRC bei Patienten mit Colitis ulcerosa in seiner Karzinogenese haufig
nicht dem klassischen Weg der Adenom-Karzinom-Sequenz folgt, sondern sich meist aus
flachen Mukosadysplasien entwickelt, die sehr schwer endoskopisch detektierbar sind (12).
Synchrone Zweit- bzw. Mehrfachkarzinome sind aufgrund des fldchigen Dickdarmbefalls

keine Seltenheit (10).

1.1.3 Pathogenese und Molekularbiologie

Der GroBteil der CRC entwickelt sich aus Adenomen iiber den Prozess der Adenom-
Karzinom-Sequenz, ein Begriff der 1951 von Jackman et al. (14) eingefiihrt wurde. Dieses
Modell der Mehrschrittkarzinogenese erklért die sukzessive Abfolge von Verdnderungen
von normaler Mukosa, tliber niedrig-und folglich hohergradige Dysplasien bis hin zum
invasiven Karzinom, das vorliegt, sobald die Muscularis mucosae durchbrochen und die

Submukosa infiltriert ist (10,15).

Vogelstein et al. (18) entwickelten 1988 ein genetisches Modell, das analog zur
histologischen Adenom-Karzinom-Sequenz die mehrstufigen Héufungen genetischer
Alterationen bei der Entstehung eines CRC beschreibt (vgl. Abbildung 1). Als Folge
chromosomaler Instabilitdt kommt es u.a. sowohl zu einer Aktivierung von Onkogenen
(u.a. K-RAS) als auch zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (u.a. "Adenomtdses
Polyposi Coli" (APC), "deleted in colorectal cancer" (DCC), p53), wobei die
Akkumulation dieser Mutationen und nicht die zeitliche Reihenfolge des Auftretens fiir die

Malignitdt von Bedeutung ist. Als Schliisselereignis gilt der Verlust des APC-Gens (8,10).




normales : :
I o hyperproliferatives Adenom Karzinom
Kolongewebe Epithel T T T
APC-Verlust K-RAS DCC- p53- Akkumulation weiterer
Aktivierung  Verlust Verlust genetischer Veranderungen™
Abbildung 1 Die Adenom-Karzinom-Sequenz;

modifiziert nach Resch et al. (16) und Siegenthaler et al. (17)

Adenome ("Polypen") entstehen durch epitheliale Hyperproliferation und sind in 60%
Vorlduferldsionen des CRC (6,8). Die allgemeine Priavalenz kolorektaler Adenome steigt
mit zunehmenden Alter. Histologisch unterscheidet man zwischen tubuldren (50%),
villosen (15%) und tubulovillésen (35%) Adenomen. Villése Adenome, Adenome > 1 cm
und jene mit hochgradigen Epitheldysplasien tragen erhohtes Entartungsrisiko. Die

Transformation vom benignen Adenom zum Karzinom dauert 5 bis 10 Jahre (12).

Vor kurzem entdeckte die molekulargenetische Forschung neue Karzinogenesewege, in
denen die sog. Mikrosatelliteninstabilitdit (MSI) von besonderer Bedeutung ist.
Mikrosatelliten sind repetitive DNA-Sequenzen in nicht-kodierenden Bereichen der DNA,
die besonders anfillig flir spontane Replikationsfehler ("Instabilitdt") sind (8,9).

Uber den "alternativen serratierten Karzinogeneseweg" entwickelt sich aus einem sessilen
serratierten Adenom ein CRC mit meist hoher Mikrosatelliteninstabilitit. Die Mutation des
BRAF-Protoonkogens spielt dabei eine Schliisselrolle, sekundére genetische Abberation ist
die Hypermethylierung von CpG-Inseln der DNA (CpG Insel-Methylator-Phanotyp,
"CIMP"), die eine Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen zur Folge hat (8,19).

Beim CRC des Mischtyps treten molekulargenetische Lésionen beider Karzinogenesewege
kombiniert auf, ausschlaggebend sind die Aktivierung des K-RAS-Protoonkogens und
CpG-Hypermethylierungen. Als Vorlduferldsionen gelten villose oder "traditionelle
serratierte" Adenome, der Mikrosatellitenstatus kann sowohl niedrig instabil als auch stabil

sein (8).




1.1.4 Einteilung

1.1.4.1 TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung

Die TNM-Klassifkation ist fiir das klinische und pathologische Staging von grof3er
Bedeutung und wird von der American Joint Committee on Cancer (AJCC) und der Union
Internationale Contre le Cancer (UICC) regelmiBig iiberarbeitet. Die aktuelle siebte
Version aus dem Jahr 2010 wird in Tabelle 1 abgebildet. Die Variabeln T (Tumor), N
(Node) und M (Metastasis) beschreiben die Invasionstiefe des Primédrtumors, die Anzahl
der befallenen Lymphknoten und das Vorliegen von Fernmetastasen. Die gingige klinische

UICC-Stadieneinteilung basiert auf dieser TNM-Klassifikation (20,21).

Die Dukes-Klassifikation ist mittlerweile obsolet, zumal sie den Anforderungen fiir eine
differenzierte Therapieplanung nicht gerecht wird. Da sie jedoch nach wie vor Anwendung

in der Klinik und in Studien findet, wird sie ebenfalls in Tabelle 1 angefiihrt (12,22).

Tabelle 1 Stadieneinteilung nach UICC (2010); modifiziert nach Fibbe et al. (6)

UICC T N M Dukes @ Anmerkung
0 Tis NO MO
| T1-2 NO MO A Beschrankt sich auf Mucosa und Submucosa,
maximal Infiltration der Muscularis mucosae
A T3 NO MO B Infiltration in Subserosa oder
in perikolisches, perirektales Fettgewebe
[1=3 T4a NO MO B Perforation des viszeralen Gewebes
lIC T4b NO MO B Infiltration in angrenzende Organstrukturen
T1 N2a MO Lvmohknot st
. ymphknotenmetastasen,
nA T1-2 N1a MO c unabhéngig vom Primartumor
N1a:1 LK
T1-2 N2b MO N1b: 2-3 LK
nB T2-3 N2a MO C N1c: Satelliten im Fettgewebe
T3-4a N1 MO N2a: 4-6 LK
N2b: 27 LK
T4a N2a MO
nec T4b N1 MO C
T3-4b N2b MO
IVA Tx Nx M1a D Fernmetastase (1 Organ);
unabhangig von T oder N
IVB Tx Nx M1b D Fermetastasen (=2 Organe/Peritoneum);

unabhangig von T oder N




1.1.4.2 Histologische Einteilung

Mit 85-90% ist das Adenokarzinom der weitaus hiufigste histologische Typ, gefolgt vom
muzindsem  Adenokarzinom  (5-10%) und  Siegelringkarzinom  (1%). Das
Plattenepithelkarzinom und undifferenzierte, kleinzellige oder adenosquamédse Karzinome
sind histologische Differenzierungen, die zusammen nur 1-2% der Félle betreffen

(10,12,22).

1.1.4.3 Grading

Je geringer die Differenzierung eines CRC, desto kleiner ist der Flachenanteil, der bei der
histologischen Beurteilung glanduldre Strukturen aufweist (8). Tabelle 2 zeigt die géngige
Einteilung der Differenzierungsgrade nach der World Health Organization (WHO).

Tabelle 2 WHO-Grading des CRC (8)

Grading | Differenzierung Flache mit glandularen Strukturen
G1 Gut 95%

G2 MaRig 50-95%

G3 Gering 5-50%

G4 Undifferenziert <5%

Oft werden G1- und G2-differenzierte Karzinome als "Low-Grade"-Karzinome und G3-
und G4-differenzierte Karzinome als "High-Grade"-Karzinome zusammengefasst (8).
Neben der Infiltrationstiefe (T-Stadium) gilt auch das Grading als histologischer
Prognoseparameter: Je schlechter die Differenzierung, desto hoher ist das

Metastasierungspotential des priméren CRC (10).

1.1.4.4 Lokalisation

15% der CRC entstehen im Colon ascendens, 8% im Colon transversum, 7% im Colon
descendens und 20% im Colon sigmoideum. Etwa die Hélfte sind RC, deren aboraler Rand
definitionsgeméR bis 16 cm proximal der Anokutanlinie liegt, gemessen mit einem starren

Rektoskop (10).




1.1.5 Klinische Symptomatik

Das CRC wird meist erst im fortgeschrittenen Stadium durch ein unspezifisches
Beschwerdebild symptomatisch. In circa der Halfte der Félle macht es sich durch
peranalen Blutabgang (H&dmatochezie oder Melaena) bzw. bei okkulten Blutverlusten
durch eine mikrozytire Andmie mit Symptomen wie Miidigkeit und Schwiche bemerkbar
(6,8). Ein Viertel der Patienten zeigt verdnderte Stuhlgewohnheiten im Sinne einer
Obstipation oder Diarrhoe. Die Symptomatik ist zudem von der Lokalisation des
Karzinoms abhingig: Wéhrend linksseitige Tumore hiufig peranalen Blutabgang und
krampfartige Bauchschmerzen verursachen, werden rechtsseitige Tumore meist erst sehr
spat symptomatisch (8).

Selten stellen sich Patienten mit Ikterus bzw. Knochenschmerzen als Zeichen einer
fortgeschrittenen Metastasierung vor, vereinzelt zeigt sich das klinische Bild eines
kompletten Ileus als primdres Symptom (6). Zu den Spitsymptomen zdhlen
Gewichtsverlust, reduzierter Erndhrungszustand und Schmerzen (30-50%) (8).

In Einzelfdllen treten Fieber unklarer Genese, Septikimien und Symptome im Rahmen
einer Fistelbildung auf. Besteht bei Diagnosestellung bereits eine klinische Symptomatik,

so spricht das fiir eine schlechte Prognose (6).

1.1.6 Metastasierung und Dissemination

Uber die Hilfte der neu diagnostizierten CRC metastasieren im Krankheitsverlauf, bei
circa jedem filinften Patienten liegen bei Diagnosestellung bereits Fernmetastasen vor (6).

Die lokale Ausbreitung erfolgt in das perirektale und perikolische Fettgewebe sowie iiber
die Lymphbahnen und bei vaskuldrer Invasion auf himatogenem Weg. Der
Lymphknotenbefall hat besondere prognostische Relevanz und ist beim CC
ausschlaggebend fiir den Entscheid zur adjuvanten Chemotherapie. Fernmetastasen treten
beim CC bevorzugt in Leber, Lunge und Peritoneum auf, in seltenen Féllen in ZNS und
Knochen. Beim RC steht das lokoregiondre Rezidiv mit Peritonealkarzinose im
Vordergrund, bei der Hilfte der Patienten finden sich pulmonale und hepatische

Metastasen (9).




1.1.7 Diagnostik

Bei Verdacht auf CRC erfolgt im ersten Schritt eine klinisch-physikalische Untersuchung
und eine Anamneseerhebung mit besonderem Augenmerk auf die Stuhlgewohnheiten.
Zudem sollte die familidre Anamnese in Hinblick auf genetische Dispositionen erhoben
werden (6,12). Der Stellenwert der digital-rektalen Untersuchung ist nicht zu
unterschitzen, etwa 20% aller CRC konnen auf diese Weise diagnostiziert werden (10).
Diagnostischer Goldstandard ist die komplette ("hohe") Koloskopie, die in Osterreich als
Screening-Untersuchung ab dem 50. Lebensjahr alle 7-10 Jahre empfohlen wird (23).
Diese endoskopische Abkldrung ist in jedem Verdachtsfall erforderlich, da sie die genaue
Beurteilung der Lokalisation, eine histologische Diagnosesicherung mittels Probebiopsien
und die Detektion von seltenen synchronen Karzinomen ermdglicht (6,8).
Abdomensonographie und Thorax-Rontgen in zwei Ebenen sind ebenfalls obligat und
dienen zur Beurteilung der regiondren Ausbreitung und Detektion von pulmonalen,
hepatischen und peritonealen Metastasen (10).

Fakultativ kdnnen zum Staging auch CT bzw. MRT-Untersuchungen des Abdomens und
Beckens durchgefiihrt werden, beim Sigmakarzinom wird zusitzlich das Urinsediment
untersucht. Bei Verdacht auf Infiltration von Nachbarorganen ist eine zystoskopische und
gynidkologische Abklarung indiziert (12).

In Abhéngigkeit vom Stadium konnen die Tumormarker "Carcinoembryonales Antigen"
(CEA) und/oder "Carbohydrate-Antigen 19-9" (CA 19-9) bei manchen Patienten erhdht
sein. Aufgrund geringer Spezifitit sind sie allerdings fiir die Fritherkennung nicht geeignet,

sondern dienen nur der postoperativen Verlaufskontrolle (7,24).

Anhand der Ergebnisse der genannten Untersuchungen erfolgt das Staging gemil3 der

TNM-Klassifikation (9).

1.1.8 Therapie

1.1.8.1 Chirurgische Resektion

Eine potenziell kurative Resektion ist bei 75% der CRC-Patienten moglich, bei 15-20%
muss ein palliativer chirurgische Ansatz verfolgt werden. 5-10% der Patienten sind bei
Diagnosestellung bereits lokal inoperabel und kénnen bei obstruktiver Symptomatik nur

mit der Anlage eines Stomas versorgt werden (10).




Therapie der Wahl beim CC ist das radikale chirurgische Vorgehen nach onkologischen
Grundsdtzen mit "en bloc"-Entfernung des tumortragenden Darmsegments und seiner
Lymphabflussgebiete. Dabei ist das Ziel eine RO-Resektion in "No-Touch-Technik" mit
einem Sicherheitsabstand von mindestens 2 cm. Mit Lymphknotenbefall sollte in bis zu 10
cm Distanz zum Primédrtumor gerechnet werden, der Nachweis von >12 resezierten
Lymphknoten gilt als Qualitédtsstandard (6,9).

Wie in Tabelle 3 veranschaulicht, wird bei unterschiedlichen Tumorlokalisationen, je nach
erforderlicher Resektion des versorgenden Gefa3systems und des Lymphabstromgebietes,

das entsprechende Ausmal} der Darmresektion festgelegt (6).

Tabelle 3 Operative Standardverfahren beim CC, je nach Lokalisation des Primirtumors (6,9)

Tumorlokalisation Operatives Standardverfahren

Zakum und Colon ascendens Hemikolektomie rechts

Rechte Kolonflexur und Erweitere Hemikolektomie rechts bis nahe oder einschliel3lich

prox. Colon transversum der linken Flexur

Colon transversum Transversumresektion

Linke Kolonflexur Erweiterte Hemikolektomie links mit bzw. ohne Resektion der
rechten Flexur

Colon descendens und Hemikolektomie links

proximales Sigma

Mittleres und distales Sigma (radikale) Sigmaresektion

Erfahrene Chirurgen bieten heute neben den klassischen offenen Resektionsverfahren auch
laparoskopische Operationen fiir selektionierten Patienten an (8). Bei fortgeschrittenem
CRC kann eine kurative Resektion von Leber- und Lungenmetastasen in der gleichen
Operation durchgefiihrt werden, sofern eine Entfernung im Gesunden erzielt wird und das
verbleibende Organvolumen fiir die Funktionserhaltung ausreichend ist (25).

In manchen Féllen ermdglicht eine neoadjuvante Chemotherapie die Resektabilitdt durch

prdoperative Verkleinerung der Herde (10).

1.1.8.2 Chemotherapie

Die adjuvante Chemotherapie gilt beim CC als Standard im Stadium III, da sie das
Rezidivrisiko um ca. 30% und die Mortalitdt um ca. 20-30% senkt. Die Durchfiihrung wird
unabhingig vom Alter des Patienten empfohlen, Voraussetzung ist allerdings eine RO-

Resektion (6,12).




Im Stadium II (kein Lymphknotenbefall) wird die Anwendung der adjuvanten
Chemotherapie hinsichtlich eines Uberlebensvorteils kontrovers diskutiert und ist derzeit
nur in bestimmten Risikosituationen indiziert (13,26,27). Patienten im Stadium I erhalten
keine adjuvante Chemotherapie (8).

First-Line-Therapie im Stadium III ist eine Kombination aus Folinséure, 5-Fluorouracil
("5-FU") und Oxaliplatin ("FOLFOX"-Schema) {iiber 6 Monate (12 Zyklen). Bei
Kontraindikationen im Stadium III und bei Risikofaktoren im Stadium II wird eine
Monotherapie mit Fluoropyrimidinen (5-FU bzw. Folinsdure) durchgefiihrt (8,13).

Die Entscheidung fiir oder gegen eine adjuvante Chemotherapie im Stadium II stellt eine
grole Herausforderung flir die behandelnden Onkologen dar. Folgende klinisch-
pathologische Kriterien, die fiir ein hohes Risiko sprechen, werden von der "American
Society of Clinical Oncology" (ASCO) zur Entscheidungshilfe empfohlen: T4-Stadium,
schlechte histologische Differenzierung, unvollstindige Lymphadenektomie sowie

Obstruktion, Perforation und klinische Prisentation (27).

Im Stadium IV kann eine neoadjuvante Chemotherapie mit dem Ziel der sekundéren
Resektabilitdit ~ durchgefithrt werden. Bleibt diese erfolglos, so ist zur
Uberlebensverldngerung eine palliative Chemotherapie indiziert. Die gingigsten
palliativen Chemotherapeutika sind 5-FU, Oxaliplatin und Irinocetan in Kombination mit

Antikdrpern (Bevacizumab oder Cetuximab) (6,25).

Stadium I-11 Stadium IlI Stadium IV

pT1-4 NO MO pT1-4 N1-2 MO pT1-4 NO-2 M1

]
resektabel *

neoadjuvante CTX

resektabel nicht

resektabel

Operation Operation 4+

Stadium Il I
RO mit RF $ R[}l l R1.R2
v v

Beobachtung adjuvante CTX palliative CTX?!

Abbildung 2 Aktuelles Therapieschema beim CC; modifiziert nach Kurz-zur Hausen et al. (25).

CTX=Chemotherapie; RO=potentiell kurative Resektion, kein Residualtumor,
RI1=mikroskopisch nachgewiesener Residualtumor, R2= makroskopisch
nachgewiesener Residualtumor; RF=Risikofaktoren; 'ggf. palliative Operation
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1.1.9 Prognose

Trotz friiher Diagnostik durch Einfiihrung von flichendeckenden Screeningprogrammen
und groBer Fortschritte in der operativen und chemotherapeutischen Behandlung, ist das
CRC europaweit noch immer die maligne Tumorentitit mit der zweithochsten Mortalitét
(1). Wéhrend die Prognose im Stadium I grundsétzlich sehr gut und im Stadium IV in
vielen Féllen infaust ist, wird bei Patienten im Stadium II und III ein heterogenes Outcome

beobachtet.

Unter standardisierter Therapie betrigt die 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) im Stadium I
90-95%, im Stadium II 60-80% und Stadium III 30-50%. Mit dem Auftreten von
Fernmetastasen sinkt die 5-JUR bis auf unter 10% (25). Das Outcome des RC ist mit einer
5-JUR von ca. 67% generell etwas giinstiger als die des CC (ca. 64%) (28).

In unser Studienkollektiv wurden nur Patienten mit einem CC im Stadium II und I
inkludiert. Nach derzeitigem Wissensstand sprechen bei diesen Patienten folgende

klinisch-pathologische Faktoren fiir eine ungiinstige Prognose (29):

e Hohes Tumorstadium

e Schlechte histologische Differenzierung ("High Grade")

e Venose, lymphatische und perineurale Invasion

e Niedrige Anzahl resezierter Lymphknoten

e Inkomplette Tumorresektion (R1/R2)

e Notoperation (aufgrund von Obstruktion oder Perforation)

e Hoher praoperativer CEA-Wert (6,26,30-33)

In zahlreichen Studien wurde der prognostische Wert verschiedener molekularer
Biomarker, wie z.B. MSI-Status, K-RAS, BRAF, "epidermal growth factor receptor"
(EGFR), oder CIMP, belegt, allerdings blieb deren klinische Routineanwendung nicht
zuletzt aufgrund begrenzter Verfiigbarkeit, hoher Kosten und fehlender Standardisierung
limitiert (19,29,34).

Mittlerweile stellt sich das herkdmmliche UICC-TNM-Staging fiir die prizise
Prognoseabschédtzung und klinische Therapieentscheidung als unzureichend heraus, da
Patienten im selben Stadium, wie bereits erwéhnt, duBerst heterogenes klinisches Outcome

zeigen (35,36).
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Zur lIdentifizierung von Hochrisiko-Patienten und zur Optimierung der Therapiewahl
bedarf es somit zusétzlicher Prognosemarker. Vermutlich werden in der derzeitigen
Risikostratifizierung nicht alle Faktoren, die die Prognose von CRC Patienten beeinflussen
konnen, beriicksichtigt (35). Dazu zéhlen unspezifische und spezifische Immunzellen

sowie Thrombozyten, die groen Einfluss auf die Progression von Malignomen nehmen
konnen (37).

Das folgende Kapitel befasst sich mit den komplexen Interaktionen zwischen malignen
Zellen, Leukozyten und Thrombozyten und erldutert den Stellenwert gewisser

inflammatorischer Marker als potentielle prognostische Faktoren.
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1.2  Die tumorassoziierte Immunreaktion und ihre
prognostische Bedeutung beim Kolorektalkarzinom

Im Jahre 1863 entdeckte der deutsche Arzt Rudolf Virchow Leukozyten in Tumorgewebe
und formulierte erstmals einen Zusammenhang zwischen Krebs und Entziindung. Studien
der letzten zwei Jahrzehnte verstirkten Virchows Hypothese und somit gewinnen heute

immunologische Aspekte zunehmenden Stellenwert in der Onkologie (38).

Schon vor langem erkannte man in histologischen Beobachtungen, dass sich das
Immunsystem an Pathogenese, Uberwachung und Progression von CRC aktiv beteiligt
(39). Das hohere Karzinomrisiko bei Patienten mit chronisch entziindlicher
Darmerkrankung und die Erkenntnis aus epidemiologischen Studien, dass die langerfristige
Einnahme von NSAR mit geringerer Inzidenz gewisser Tumorentititen, mitunter CRC,
korreliert, spiegelt die Bedeutung der chronischen Entziindung als Risikofaktor fiir die

Karzinogenese wider (10,40).

Die Mikroumgebung eines Tumors beeinflusst dessen Wachstum, Invasion und
Metastasierung und besteht aus Zellen unterschiedlicher Herkunft, die die Tumormatrix
sowie vaskuldre, neurologische und lymphatische Netzwerke bilden. Diese Strukturen
gewihrleisten die Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und Nihrstoffen, konnen aber
zugleich die Dissemination von Tumorzellen erleichtern. Sobald Krebszellen iiber die
Muscularis mucosae die Submucosa invadieren und CRC klinisch maligne wird, 16sen
lokal infiltrierende Immunzellen eine Entziindungsreaktion aus, die neben der leukozytiren
Infiltration auch ausgeprigte Zytokinaktivitit, Gewebsmodifizierung und Angiogenese
umfasst (15,40,41). Im Rahmen dieser tumorassoziierten Immunreaktion herrschen
komplexe Interaktionen zwischen malignen Zellen und lokal infiltrierenden Leukozyten,
welche sowohl tumorférdernde als auch -kontrollierende Effekte zur Folge haben konnen

(15,41).

Die Immunreaktion auf ein Malignom bleibt allerdings selten lokal begrenzt. Aggressives
lokales Wachstum geht mit Tumornekrose und Gewebszerstorung einher und triggert
sekundér tiber einen Konzentrationsanstieg zirkulierender Entziindungsmediatoren eine
systemische Entziindungsreaktion ("systemische inflammatorische Response"), die sich
mitunter durch eine erhohte Anzahl an Leukozyten und Thrombozyten und eine gesteigerte

Konzentration an Akut-Phase-Proteinen im Blut auszeichnet. Diese systemische
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Immunreaktion ist von Bedeutung, da sie zusdtzlich zur lokalen Immunreaktion Einfluss

auf die Tumorprogression nehmen kann und klinisch leichter messbar ist (42-44).

Das Zusammenspiel spezifischer und unspezifischer Immunzellen erlaubt eine effektive
Bekampfung maligner Zellen (45). Gewisse Leukozyten konnen allerdings auch
Gegenteiliges bewirken. So stehen tumorfordernde und -hemmende Einfliisse der
verschiedenen Immunzellen in einem Gleichgewicht, das sowohl zugunsten der
Tumorprogression als auch der Tumorregression verschoben sein kann (vgl. Abbildung 1)

(39).

Unspezifische Immunzellen Unspezifische Immunzellen
Neutrophile Granulozyten Natdrliche Killerzellen
Spezifische Inmunzellen Spezifische Immunzellen
T-Helferzellen 2 (CD4") T-Helferzellen 1 (CD4")
reg. T-Zellen (CD4'CD25") zytotoxische T-Zellen (CD8")
B-Lymphozyten T-Gedéchtniszellen (CD45R0")
Stimulation des Inhibition des
Tumorwachstums Tumorwachstums
Abbildung 3 Balance zwischen fordernden und inhibierenden Effekten der Immunzellen auf das

Tumorwachstum; modifiziert nach Grizzi et al. (39);
CD=cluster determinant (s. Kapitel 1.2.2.1)

Im Rahmen dieser Studie wurden ausschlieBlich neutrophile Granulozyten, Lymphozyten
(vgl. Abbildung 3) und Thrombozyten in ihrem Einfluss auf Progression und Prognose des
CRC untersucht. Zum besseren Verstidndnis dieser Arbeit erldutert das folgende Kapitel die
Funktion dieser Zellen in der Tumorimmunitét und ihre prognostische Bedeutung beim

CRC.

1.2.1 Bedeutung der unspezifischen zelluliren Immunreaktion

Die erste Reaktion auf maligne Zellverbdnde geschieht durch das angeborene
(unspezifische) Immunsystem (39). Das invasive Wachstum des Tumors fiihrt zu lokalen
Gewebsschidden mit Hypoxie und Zellnekrose und 16st auf diese Weise eine unspezifische
Immunreaktion aus. Zusédtzlich konnen von malignen Zellen produzierte Zytokine eine

Reaktion des angeborenen Immunsystems hervorrufen (vgl. Abbildung 4) (46,47).
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TUMOR

SYSTEMISCHE LOKALE

KONTROLLE \ KONTROLLE

Invasion

Antigenitit \

Zytokine
(v.a. IL-6) Gewebsschadigung
Nekrose
SPEZIFISCHE ¢ > UNSPEZIFISCHE
IMMUNREAKTION IMMUNREAKTION
Abbildung 4 Schematisches Modell der spezifischen und unspezifischen Immunreaktion auf das

Tumorwachstum; modifiziert nach Nagtegaal et al. (46)

Unspezifische Immunzellen besitzen die Fihigkeit abnorme Zellverbinde sofort und
unabhingig von vorhergehender Antigenprisentation zu bekédmpfen. Neben diesen
tumoriziden Eigenschaften fordert das angeborene Immunsystem allerdings auch die
Angiogenese zur Geweberekonstruktion, ein Mechanismus, der dem Tumorwachstum

aufgrund vermehrter Néhrstoffzufuhr wiederum zu Gute kommt (37).

1.2.1.1 Natiirliche Killerzellen

Natiirliche Killerzellen (NKZ) sind granuldre Lymphozyten, denen eine bedeutende Rolle
in der unspezifischen Tumorabwehr zugesprochen wird, da sie maligne Zellen schnell
durch direkten Zellkontakt, ohne Antigenprisentation und MHC-Restriktion (s. Kapitel
1.2.2), lysieren kénnen (15,37,39). AuBerdem fordern sie die Aktivierung spezifischer
Immunzellen. Uber bestimmte Liganden der Tumor-Nekrose-Faktor-Familie kénnen NKZ
die Apoptose ihrer Zielzellen induzieren, welche dann von Monozyten phagozytiert und als
Antigene T-Lymphozyten prisentiert werden (19).

Beim CRC ist eine hohe Anzahl lokal infiltrierender NKZ mit einer besseren Prognose
assoziiert, auch die Anzahl der NKZ im peripheren Blut gilt als wesentlicher
Prognoseindikator fiir das OAS. Dariiber hinaus wurde eine schwache priaoperative NKZ-

Aktivitdt bei Patienten, deren CRC kurativ reseziert wurde, mit einer erhdhten Rezidivrate
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in Verbindung gebracht. Mit der Progression der Krankheit sinkt die Anzahl der
zitkulierenden NKZ und kann durch eine 5-FU-basierte Chemotherapie wieder erhoht

werden (37,39,48,49).

1.2.1.2 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten, kurz '"Neutrophile", stellen die grofite leukozytdre
Subpopulation dar und bilden etwa 15% des CRC-assoziierten Immuninfiltrates (37,39,50).
Sie sind grundsdtzlich an der priméren unspezifischen Abwehr gegen infektiose
Mikroorganismen beteiligt. Neben dieser bakteriziden Funktion kénnen sie neoplastische
Zellen eliminieren, eine Entziindungskaskade auslosen und spezifische Immunzellen
aktivieren (50-52). Neutrophile fordern die Tumorangiogenese durch Produktion von
proangiogenetischen Faktoren (u.a. VEGF und Interleukin (IL)-8) und setzen bestimmte
Proteasen, wie neutrophile Elastase und Metalloproteinase frei, die Tumorinvasion und
Metastasierung steigern (51,53,54). Seit ldngerem ist bekannt, dass sie auch féhig sind, die
Aktivitdt von zytotoxischen T-Lymphozyten zu hemmen (55). AuBerdem wurde im
Tiermodell gezeigt, dass Neutrophile Einfluss auf die genetische Instabilitdt von Tumoren
nehmen konnen (51) und in Gegenwart von Amin-bildenden Bakterien des Dickdarms
kanzerogene N-Nitrosamine produzieren (50).

Aus diesen Erkenntnissen geht hervor, dass neutrophile Granulozyten sowohl protumorale
als auch antitumorale Funktionen besitzen, dementsprechend wurden sie, je nach
Tumorentitdit und Lokalisation, mit guter als auch mit schlechter Prognose assoziiert
(56,57). Auch beim CRC finden sich widerspriichliche Studienergebnisse zum Einfluss
neutrophiler Ganulozyten auf das Outcome (51,57).

Erstaunlicherweise wurde in zwei Studien eine vermehrte peritumorale Ansammlung
neutrophiler Granulozyten, in Kombination mit anderen Leukozyten, mit einem besserem

Uberleben von CRC-Patienten assoziiert (57-59).

Im Gegensatz dazu stehen die Resultate einer aktuellen Studie von Rao et al. (50): Eine
immunhistochemisch gemessene, erhohte Anzahl an Neutrophilen im Tumorgewebe wurde
als ein ungiinstiger prognostischer Faktor unabhingig von Charakteristika der TNM-
Klassifikation und dem klinischen Stadium bezeichnet. In Zusammenschau mit den
Ergebnissen vorheriger Studien, konkludierten Rao et al., dass die malignen Zellen eine

Vielzahl diverser Immunzellen, u.a. Neutrophile, zur Tumorinfiltration rekrutieren, welche

16



insgesamt die Tumorprogression fordern, wéihrend auBlerhalb, im peritumoralen Stroma,

Neutrophile das Tumorwachstum inhibieren (50).

Trotz dieser kontroversiellen Studienergebnisse und dem Wissen iiber die duale Rolle der
Neutrophilen hat sich die Hypothese durchgesetzt, dass sie die Progression des CRC
fordern (51,60), wobei dies vor allem auf die Sekretion von proangiogenetischen Faktoren
zuriickzufiihren ist (35,61). Laut Kusumato et al. (62) ist bei Krebspatienten zirkulierender
VEGF zu ca. 70% in neutrophilen Granulozyten enthalten.

Im Rahmen der systemischen Immunreaktion auf das Tumorwachstum steigt auch die Zahl
der zirkulierenden Neutrophilen, welche durch die malignen Zellen selbst, u.a. durch die
paraneoplastische Produktion von "granulocyte colony stimulating factor" (GCSF), oder
durch Zytokine (IL-6 und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a)) getriggert werden kann
(35,63). Die Neutrophilie signalisiert demzufolge ein fortgeschrittenes Tumorstadium und
wurde bei verschiedenen Tumorentititen, u.a. beim CRC, mit ungiinstiger Prognose

assoziiert (63,64).

1.2.2 Bedeutung der spezifischen zelluliren Immunreaktion

Die verdnderte Antigenitdt der Tumorzellen und ihre Zytokinproduktion triggern eine
spezifische (erworbene) Immunreaktion, die sich, im Gegensatz zur unspezifischen
Antwort, ganz gezielt gegen maligne Zellen richtet (vgl. Abbildung 4.) (44,46,65).
Allerdings kommt diese spezifische Tumorabwehr verzogert zum Einsatz, da die
spezifischen T- und B-Lymphozyten zuerst von Antigen-prdsentierenden Zellen des
unspezifischen Immunsystems geprigt und aktiviert werden miissen (45).

Von besonderer Bedeutung bei der Antigenerkennung sind die sog. "major
histocompatibility complex" (MHC)-Proteine. Klasse I-MHC ermdglichen die Prasentation
von intrazelluldiren Antigenen an der Zelloberfliche und werden von beinahe allen
kernhaltigen humanen Zellen, zum Teil auch von malignen Zellen, exprimiert (37).

Da zytotoxische T-Zellen nur Tumorzellen mit MHC I-Proteinen erkennen und eliminieren
konnen, ist ein Verlust dieser MHC I-Expression mit einem schlechteren Outcome
assoziiert (37,66).

Klasse II MHC werden nur von Makrophagen, Antigen-priasentierenden Zellen und B-
Lymphozyten zur Présentation von extrazelluldiren Antigenen u.a. gegeniiber T-

Helferzellen exprimiert.
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Im Gegensatz zu normalen Darmepithelzellen tragen vor allem gut differenzierte CC-
Zellen viel hdufiger MHC II an ihrer Zelloberfldche. Ist dies der Fall, so gelingt vermutlich
eine effektivere Tumorabwehr durch spezifische Immunzellen (37).

Die erworbene Immunantwort beteiligt sich massiv an der Priavention von Rezidiven, ein
Effekt, der auch im Laufe der Progression des CRC bestehen bleibt (67). Deshalb ist es
nicht erstaunlich, dass neben der Dichte der lokalen lymphozytiren Tumorinfiltration
(37,68,69) auch die Anzahl zirkulierender Lymphozyten, insbesondere der T-
Lymphozyten, mit besserem Uberleben von Patienten mit CRC in Verbindung gebracht

wurde (15,48,49).

1.2.2.1 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten reifen im Thymus und differenzieren durch Aktivierung in verschiedene
Subtypen, die unterschiedliche Funktionen in der spezifischen Immunreaktion einnehmen.
Diese T-Zell-Untergruppen werden durch bestimmte Oberflichenproteine charakterisiert,
welche die standardisierte Bezeichnung CD ("cluster determinant") in Kombination mit
einer Ziffer tragen. Das Glykoprotein CD3" wird an der Oberfliche aller T-Lymphozyten
exprimiert (70).

1.2.2.1.1  Zytotoxische T-Lymphozyten (CD8")

CD8"-Zellen zihlen zu den wichtigsten Effektoren in der Elimination von Tumorzellen.
Nachdem sie {iiber spezifische T-Zell-Rezeptoren intrazellulire Tumorantigene in
Verbindung mit MHC I-Proteinen an der Oberfliche von Antigen-pridsentierenden Zellen
erkannt haben, werden sie zu zytotoxischen T-Lymphozyten ("cytotoxic T-lymphoytes"
CTL). Ihre tumorspezifische zytotoxische Aktivitit zeichnet sich durch eine gezielte
Zerstorung von MHC I-tragenden Tumorzellen durch direkte Zell-Zell-Interaktion mit
konsekutiver Freisetzung zytolytischer Proteine (Perforin) und enzymatischer Proteasen
(Granzyme B) aus (39,45,71). Koch et al. (72) konnten 2006 das erste Mal demonstrieren,
dass Aktivierung und zytotoxische Aktivitéit dieser Lymphozyten tumorselektiv ist und mit
der Priasenz funktioneller Tumorantigen-reaktiver T-Zellen in Blut und Knochenmark
einhergeht. Eine erhohte Anzahl infiltrierender CD8'-T-Lymphozyten wurde mit dem
Ausbleiben frither metastatischer Invasion, geringerer Rezidivrate und verbessertem
Uberleben von CRC-Patienten assoziiert (15,57,73). Mit fortschreitendem Tumorstadium
sinkt ihr Anteil im entzlindlichen Tumorinfiltrat (37,72).
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Auch die priaoperative Absolutzahl zirkulierender CD8+-T-Zellen wurde mit verbessertem
OAS in Verbindung gebracht (49). Aus diesen Erkenntnissen lésst sich einerseits folgern,
dass die zytotoxischen T-Lymphozyten einer Krankheitsprogression entgegenwirken,
andererseits wird vermutet, dass maligne Zellen, analog zur Steigerung ihres invasiven und
metastatischen Potentials, zunehmend féhig sind die spezifischen Immunantwort, z.B.

durch Verlust der MHC I-Expression, zu umgehen oder auch aktiv zu hemmen (37,71).

1.2.2.1.2  T-Helferzellen (CD4")

CD4"-Lymphozyten werden zu T-Helferzellen, indem sie extrazellulire, an MHC II
Proteine gekoppelte Tumorantigene an der Oberfliche von APC und Makrophagen
erkennen. T-Helferzellen spielen eine duale Rolle in der Interaktion mit Tumorzellen.
Durch den Einfluss verschiedener Zytokine differenzieren sie in die Subtypen "Th1" und
"Th2", welche in ihrer Funktion als Gegenspieler fungieren (37,39).

Von Makrophagen produziertes IL-12 erméglicht eine Differenzierung zu CD4 -Zellen
vom Thl-Subtyp, die Tumorzellen direkt lysieren konnen (37,65). Durch Ausschiittung
bestimmter Zytokine (u.a. IL-2, INF-y) fordern diese Th1-Zellen das Wachstum der CDS8"-
Zellpopulation sowie deren zytotoxische Aktivitdt gegen intrazelluldre Tumorantigene
(37,39). Aus diesen Griinden geht eine ausgeprigte Thl-vermittelte Immunitdt beim CRC
mit einem guten klinischen Outcome einher (37,67).

Die Differenzierung zum Th2-Subtyp wird durch IL-4 initiiert. Im Gegensatz zu den Thl-
Zellen hemmen Th2-Zellen durch Zytokinsekretion die Proliferation und Aktivitit der CTL
(37,39) und fordern die humorale Immunitit und die Rekrutierung unspezifischer
Immunzellen (70). Allerdings wird, sobald eine Thl-Immunreaktion in Gang gesetzt ist,
die Produktion von Th2-Lymphozyten aktiv durch Thl-spezifische Zytokine gehemmt
(15).

Zusammengefasst {iberwiegen demnach die tumorkontrollierenden Effekte der CD4 " -T-
Zellaktivitdt und ihre positive Auswirkung auf die Prognose (37): Beim CRC wurde eine
verringerte Anzahl infiltrierender CD4'-Zellen mit einem erhdhtem Risiko lokaler
Rezidive und mit schlechtem krebsspezifischen Uberleben assoziiert (46,74).
Bemerkenswerterweise wurde sowohl eine erhohte Anzahl zirkulierender CD4+-T-
Lymphozyten als auch eine erhohte periphere CD4"/CD8"-T-Zell-Ratio als unabhingige
prognostische Parameter fiir Patienten mit CRC bezeichnet (48,49).
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1.2.2.1.3  Gedichtnis-T-Zellen (CD45RO")

CD8"- und CD4'-T-Lymphozyten, denen Antigene prisentiert werden, konnen im
Anschluss an eine spezifische Immunantwort zu langlebigen CD45ROT-Zellen
differenzieren. Diese sog. "Gedéichtnis-T-Zellen" persistieren iiber Jahre und sind durch
bestimmte Oberflaichenmolekiile auf die Abwehr ganz bestimmter Antigene spezialisiert.
Kommen sie erneut mit diesen in Kontakt, so werden sie ohne vorherige
Antigenprésentation zu Effektorzellen reaktiviert und setzten sofort eine massiv gesteigerte
Immunreaktion in Gang. Die Persistenz von Gedéchtniszellen erklédrt das Phdnomen der
Immuniiberwachung (37,57).

Auch in der Abwehr von Tumorantigenen sind Gedéchtnis-T-Zellen effektiv. Ergebnisse
zahlreicher Studien belegen den positiven Einfluss einer hohen Anzahl lokaler Gedichtnis-
T-Zellen auf das Outcome bei CRC. (57,70,75) Tumore ohne vendse, lymphatische und
perineurale Invasion wurden mit einer erhéhten Dichte an Geddchtniszellen in Verbindung
gebracht (52,73). Dem konnte die lang anhaltende antitumoralen Aktivitit der Ged4chtnis-
T-Zellen als entscheidende Rezidivkontrolle zugrunde liegen (67). In einer groflen Studie
mit 967 Patienten wurden lokal infiltrierende CD45RO"-Zellen (und CD8'-Zellen)
auBerdem mit verbessertem Uberleben von Patienten mit CRC im Stadium II oder III
assoziiert (52). Laut Nosho et al. (75) ist die Dichte tumorinfiltrierender Gedachtnis-T-
Zellen in allen Stadien mit einer besseren Prognose assoziiert, und zwar unabhédngig von
klinischen, pathologischen und molekularen Faktoren sowie der Infiltrationsdichte anderer
T-Zell-Subtypen. Uberdies konnen zirkulierende Gedichtnis-T-Zellen bereits in
Friihstadien disseminierte Tumorzellen in Blut, Knochenmark und Lymphknoten erkennen

und somit der systemischen Metastasierung entgegenwirken (76).

1.2.2.1.4 Regulatorische T-Zellen (CD4°'CD25")

Ungefihr 6-10% aller peripheren CD4 -T-Zellen iibernehmen regulatorische Funktionen
der zelluldren Immunitdt. Unter den distinkten Subpopulationen dieser regulatorischen T-
Zellen, sind vor allem die "klassischen", im Thymus reifenden CD4'CD25"-Zellen, die den
Forkhead-Box-P3-Transkriptionsfaktor (FOXP3") exprimieren, von Bedeutung (45).
Regulatorische T-Zellen sind fiir die Immuntoleranz gegeniiber kdrpereigenen Antigenen
verantwortlich, da sie als funktionelle Suppressorzellen die Aktivitdt anderer Zelltypen

unterdriicken konnen.
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Sie sind fiir ihre wichtige Rolle in der Privention von Autoimmunerkrankungen und in der
Kontrolle von autoreaktiven T-Lymphozyten bekannt (15).

Interessanterweise wurde beim CRC und anderen Tumorentititen ein erhohte Anzahl
CD25'FOXP3'CD4"-T-Zellen im peripheren Blut gemessen. Man nimmt an, dass diese ins
Tumorgewebe rekrutierten regulatorischen T-Zellen durch Sekretion von IL-10 und
"transforming growth factor-beta" (TGF-B) die Antitumor-Aktivitit von CD4 -und CD8"-
T-Zellen unterdriicken, so eine Immuntoleranz gegeniiber tumorassoziierten Antigen
bewirken und die krebsinduzierte Immunsuppression unterstiitzen (19,37,45). Eine Zahl
von Studien bestitigte diese Vermutung durch eine Assoziation lokal infiltrierender
regulatorischer T-Zellen mit einer ungiinstigen Prognose bei verschiedenen Tumorarten,
andere Untersuchungen ergaben jedoch auch Gegenteiliges (15,39,57). Inwieweit
regulatorischer T-Zellen das klinische Outcome bei Patienten mit CRC tatsdchlich

beeinflussen konnen, ist nach wie vor unklar (15).

1.2.2.2 B-Lymphozyten

In ihrer Funktion als Antigen-prasentierende Zellen und Antikoérperproduzenten sind B-
Lymphozyten bedeutend fiir die humorale Immunantwort (57). lhre Rolle in der
Tumorimmunitdt stand lang 1im Schatten der Erforschung T-Zell-vermittelter
Tumorkontrolle (39).

Vor kurzem gelang es Zhang et al. (77) den derzeitigen Wissensstand in einer
experimentellen Studie um neue Erkenntnisse zu erweitern. Bei Méusen, deren Bildung
von B-Zellen durch genetische Manipulation ausblieb und bei einer immunkompetenten
Kontrollgruppe wurden die Immunreaktion auf eine Reihe genidentischer Tumore
beobachtet. Im Vergleich zu den immunkompetenten Médusen wurden in der Gruppe ohne
B-Lymphozyten gewisse murine Tumore, u.a. "MC38-Kolonkarzinom" abgestof3en bzw.
im Wachstum gehemmt. Man erkannte bei den Tieren mit fehlender B-Zell-Antwort eine
erhohte Infiltration der murinen Tumore durch T-Lymphozyten und NKZ sowie erhdhte
zytolytische Aktivitit und Th1-Zytokinantwort (77).

Diese Beobachtung bestdtigt die bereits 1998 beschriebene Hypothese, dass B-
Lymphozyten die T-Zell-Tumorimmunitét inhibieren, indem sie die Koordinations- und
Hilfsfunktion der CD4"-Zellen gegeniiber zytotoxischen CDS8'-Zellen unterdriicken.
Stattdessen induzieren die  Antigen-prisentierenden B-Zellen eine humorale

Immunantwort, die nicht protektiv gegeniiber den Tumorzellen wirkt (78).
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1.2.3 Bedeutung der Thrombozytose

Blutpléttchen (Thrombozyten) sind anukledre kleine Blutzellen, die aus Megakaryozyten
im Knochenmark entstehen, 1 pl Blut enthilt ca. 150.000-350.000 Thrombozyten. Thre
Hauptfunktion liegt in der Himostase nach Gewebs- und Geféalverletzung (7,79).

Schon der franzosische Internist Trousseau brachte 1865 Blutplédttchen und maligne Zellen
in Zusammenhang. Er beschrieb krebsassoziierte Thrombose und vermutete, dass das
hiamostatische System die Tumorprogression unterstiitze (79,80).

Tumorzellen exprimieren an ihrer Oberfliche Gewebefaktor ("tissue factor"), welcher mit
den Gerinnungsfaktoren VII und X in Interaktion tritt (vgl. Abbildung 5). Folglich entsteht
Thrombin, das die Thromboseentstehung durch Fibrinbildung und Aktivierung von
Thrombozytenrezeptoren unterstiitzt. Es resultiert ein allgemein gesteigertes
Thrombembolierisiko, welches bei verschiedenen Tumorentititen unterschiedlich
ausgepragt ist und eine erhohte Morbiditdt und Mortalitdt zur Folge hat. Thrombembolien
treten zudem oft als klinische Erstsymptome auf und zeigen ihre stirkste Ausprdgung in
fortgeschrittenen Stadien mit Metastasierung (79). Des weiteren spielen Thrombozyten
eine zentrale Rolle in der Verlinkung von Héamostase, Entziindung und

Geweberekonstruktion (81).

1.2.3.1 Thrombozytose als tumorassoziierter inflammatorischer Marker

Ab circa 400.000/pl zirkulierenden Blutplittchen spricht man grundsdtzlich von einer
Thrombozytose (82). Man unterscheidet eine primédre Thrombozytose (essentielle
Thrombozythdmie), die typischerweise im Rahmen myeloproliferativer Erkrankung
auftritt, von einer sekundéren (reaktiven) Thrombozytose bei chronischen Entziindungen,
malignen Prozessen oder nach Operationen. Bis zu 57% aller Krebspatienten zeigen eine
solche reaktive Erhohung der Pléttchenzahl (83) und ungeféhr 40% aller Erwachsenen mit
Thrombozytose haben eine bisher unentdeckte maligne Tumorerkrankung (84,85).

Die erhohte Plattchenzahl entsteht bei malignen Erkrankungen aufgrund einer gesteigerten
Thrombozytopoese im Knochenmark, da Entziindungsmediatoren der Tumorabwehr, 1L-1,
IL-3 und insbesondere IL- 6, die Proliferation von Megakaryozyten stimulieren (82,85,86).
Dies verdeutlicht den engen Zusammenhang zwischen Thrombozytose und
tumorassoziierter Immunreaktion und erklart, warum sich eine erhohte Plattchenzahl auch

als Indikator der systemischen Entziindungsreaktion eignet.
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1.2.3.2 Einfluss auf lokale Progression und Metastasierung

Schon lange ist bekannt, dass Thrombozyten die Progression maligner Tumore
beeinflussen konnen. Monreal et al. (87) fithrten 1998 die erste prospektive Studie durch,
in der eine prioperative Thrombozytose beim CRC mit verkiirztem Uberleben assoziiert
wurde. Infolgedessen erlangte die Pldttchenzahl als potentieller prognostischer Marker

beim CRC zunehmend Aufmerksamkeit.

In den a-Granula der Thrombozyten finden sich diverse biologisch aktive Proteine, die bei
Plattchenaktivierung freigesetzt werden und das Wachstum maligner Zellverbiande
beeinflussen konnen. Dazu zdhlen angiogene und wachstumsfordernde Faktoren, wie
Thrombospondin, "platelet-derived growth factor" (PDGF), "epidermal growth factor"
(EGF) und "vascular endothelial growth factor" (VEGF), TGF-B und verschiedene
Zytokine, die Proliferation und Migration der Tumorzellen unterstiitzen. Desweiteren
beinhalten die thrombozytiren o-Granula auch invasionsférdernde Proteasen, wie z.B. die
Matrix-Metalloproteinase (80,82,85).

Der Mechanismus der Angiogenese ist eine wesentliche Voraussetzung fiir die
Tumorprogression. VEGF zéhlt zu den potentesten angiogenen Mediatoren, befindet sich
zum Grofiteil in Granulozyten (vgl. Kapitel 1.2.1.2) und Thrombozyten und wird bei
Aktivierung dieser Zellen freigesetzt (62,79). Beim CRC wurden zirkulierender VEGF mit
dem Krankheitsstadium assoziiert, hohe Konzentrationen wurden mit schneller
Tumorprogression und schlechtem OAS in Verbindung gebracht (84,88). Neben der
Gefidlneubildung bewirkt VEGF auch eine Erhéhung der vaskuldren Permeabilitit, sodass
Extravasation maligner Zellen und die metastatische Ansiedlung erleichtert werden (84).
Thrombozytire Proteasen konnen die lokale Tumorprogression beeinflussen. Eine
japanische Studie demonstrierte, dass Thrombozyten die Invasivitdt von pankreatischen
Adenokarzinomzellen begiinstigen, indem sie Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9)
sekretieren. Man erkannte auBlerdem, dass Thrombozytenaggregationshemmer durch
Verminderung der MMP-9-Sekretion der Tumorzellinvasion und in Folge auch der
Metastasierung entgegenwirken (54).

Desweiteren konnen Thrombozyten zirkulierende Krebszellen vor der Elimination durch
das Immunsystem schiitzen, ihre Festsetzung am vaskuldren Endothel begiinstigen und auf

diese Weise deren Uberleben und die Entstehung sekundirer Herde unterstiitzen (79,82).

23



Nach der Intravasation der neoplastischen Zellen binden und aktivieren diese Leukozyten
und Thrombozyten (Kohésion). Dadurch steigern die Pléttchen ihr Adhdsionsvermdgen,
schiitten bioaktive Faktoren (Chemokine, Wachstumsfaktoren, etc.) aus und bilden
Thrombozyten-Heteroaggregate an der GefaBwand (Adhésion), die neben neoplastischen
Zellen mitunter Leukozyten beinhalten. Diese physikalische Barriere erlaubt eine
Abschirmung der aggregierten Tumorzellen von der direkten lytischen Aktivitdt der
zirkulierenden NKZ (Immunevasion) (79,80,89) und erleichtert die Extravasation der
Tumorzellen in angrenzendes Gewebe mit konsekutiver Metastasenbildung (79).

Abbildung 5 fasst diese Interaktionen in einer schematischen Darstellung zusammen.
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Schematische Darstellung modifiziert nach Gay et al. (79).

Ob eine Thrombozytose tatsdchlich die Entstehung von Fernmetastasen beeinflusst, oder

nur Einfluss auf die lokale Tumorprogression hat, bleibt allerdings umstritten.
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Interessanterweise konnten Palumbo et al. (89) bei transgenen Méausen keine Assoziation
zwischen Plittchenaktivierung und Fibrin(ogen) und dem Wachstum primdrer Tumore
finden. Laut dieser amerikanischen Studie liegt die prognostische Relevanz der
Hyperkoagulabilitit ausschlieBlich im Einfluss auf das Uberleben embolischer

Tumorzellen und deren Féhigkeit zur Metastasenbildung.

Verschiedene Studien untersuchten dieses Phdnomen beim CRC und erzielten
unterschiedliche Resultate: In einer aktuellen, groBen US-amerikanischen Studie von Wan
et al. (90) mit 1500 CRC-Patienten ging eine prédoperative Thrombozytose tatsdchlich nicht
mit lokaler Rezidivbildung sondern nur mit postoperativ vermehrtem Auftreten von
Fernmetastasen einher. Zu einem anderen Ergebnis kam eine japanische Studie (83): Eine
prdoperative Thrombozytose wurde unabhidngig von anderen Faktoren mit lokaler
Tumorprogression (Tumordurchmesser und Invasionstiefe) assoziiert. Das Auftreten von
Lymphknoteninvasion und Fernmetastasen wurde hingegen nur in der univariaten Analyse

mit einer erhohten Plittchenzahl in Verbindung gebracht.

1.2.3.3 Stellenwert als Prognosemarker

Obwohl man sich einig ist, dass die Thrombozytose bei CRC-Patienten prognostischen
Wert besitzt, wird nach wie vor diskutiert, in welcher Hinsicht sie das Uberleben von
Patienten mit CRC beeinflussen kann.

Die genannte grofle US-amerikanische Studie (90) zeigte, dass eine préoperativ gemessene
Thrombozytose unabhidngig mit verkiirztem OAS und erhohter Rezidivrate assoziiert ist.
Ferner scheint sie prognostische Aussagekraft hinsichtlich des OAS nach der Resektion
von kolorektalen Lebermetastasen zu besitzen (64). Auch bei Patienten ohne
Lymphknotenbefall (Stadium II) wurde eine pridoperative Thrombozytose als unabhéngiger
prognostischer Marker fiir das DFS und OAS bezeichnet (84). Uberdies demonstrierte die
zuvor erwidhnte japanische Studie (83) eine wunabhédngige Korrelation mit dem
krebsspezifischen Uberleben ("cancer specific survival", CSS), mit besonders hoher
Signifikanz im Stadium III. Die einzigen widerspriichlichen Ergebnisse publizierten
Nyasavajjala et al. (91): In einer groBen Kohorte von 630 CRC-Patienten hatte eine erh6hte
Thrombozytenzahl, unabhéngig vom Stadium, keinen Einfluss auf das OAS. Allerdings sei
in diesem Zusammenhang erwihnt, dass Nyasavajjala et al. auch metastasierte CRC
inkludierten, den Grenzwert der Thrombozytose auf 450.000/ul erhéhten und mit einem P-
Wert von 0.067 eine signifikante Assoziation nur knapp verfehlten (82).
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1.2.4 Die lokale Immunreaktion und ihr prognostischer Stellenwert

Die lokale Immunreaktion auf CRC ist eng mit der systemischen Immunreaktion vernetzt,
besonders wichtig fiir das Verstindnis der Tumorimmunologie und im Fokus vieler
aktueller Forschungsarbeiten. Dennoch bleibt sie nur kurz erwihnt, da sich diese Studie
ausschlieBlich mit der systemischen Entziindungsreaktion beschéftigt.

Schon seit den 1970er Jahren ist bekannt, dass eine intra- und peritumorale Ansammlung
von Leukozyten die lokale Tumorprogression beeinflusst und mit einem verbesserten
Outcome bei CRC assoziiert ist (57). Fiir eine effiziente lokale Immunabwehr ist vor allem
die Pridsenz von tumorinfiltrierenden Lymphozyten entscheidend. Mehrere Arbeiten
belegten, dass eine ausgeprigte peri- und intratumorale lymphozytire Infiltration die
Prognose bei CRC verbessert (15,47,68,69). In einer groen Studie von Pages et al. (73)
wurden tumorinfiltrierende Lymphozyten mit dem Ausbleiben von Zeichen friiher
metastatischer Invasion assoziiert. Galon et al. (67) erkannten in Folge, dass lokale T-
Lymphozyten Tumor- und Tumorstromazellen modifizieren und so deren metastatisches
Potential bereits in frithen Stadien herabsetzen kdnnen.

Im Ubrigen stellt die Immunreaktion am invasiven Tumorrand eine dynamische
Schnittstelle zwischen pro-und antitumoralen Faktoren dar, ist prognostisch relevanter als
jene in den zentralen Tumorarealen und wurde beim CRC als unabhingiger Pradiktor fiir
verbessertes Uberleben bezeichnet (59,92).

In den 1980ern entwickelten Jass et al. (93) erstmals eine semiquantitative
Beurteilungsmethode des peritumoralen Lymphozyteninfiltrates beim RC. Diese "Jass-
Kriterien" wurden darauthin als stadienunabhédngiger Pradiktor fiir krebspezifisches
Uberleben beim CC und RC validiert (57,93).

2005 prasentierten Klintrup und Mikinen et al. (59) eine simple 4-stufige Skala zur
besseren quantitativen Evaluierung der zentralen bzw. peritumoralen Immunreaktion
(Anzahl der Lymphozyten, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten). Patienten die,
laut diesen "Klintrup-(Mikinen-)Kriterien", eine hochgradige Immunreaktion zeigen,
haben grundsitzlich eine gilinstigere Prognose (59).

Aber auch die prognostische Aussagekraft qualitativer Kriterien des Immuninfiltrates sollte
nicht unterschitzt werden. In einer bedeutenden Studie von Galon et al. (67) hatte die
Konstitution des lokalen Immunfiltrates (Dichte, Phénotyp, Lokalisation der Zellen) einen
hoheren prognostischen Wert als die derzeitigen histopathologischen TNM-
Stagingmethoden.
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1.2.5 Die systemische Immunreaktion und ihr prognostischer
Stellenwert

Die systemische Immunreaktion ist zum einen eine unspezifische inflammatorische
Reaktion auf Tumornekrose, lokale Gewebszerstorung und Zytokinfreisetzung der
Tumorzellen, zum anderen ein Indikator fiir das Metastasierungspotential des Tumors (42-
44). Im Gegensatz zur lokalen Immunreaktion wurde sie bei einer Vielzahl an
Tumorentitdten mit schlechtem klinischen Outcome assoziiert (42). In der Klinik haben
sich zur Messung der systemischen inflammatorischen Response biochemische und
hamatologische Marker durchgesetzt, allerdings ist nach wie vor unklar, welche sich am
besten zur Prognoseabschitzung beim CRC eignen (36,94). Eine Moglichkeit, die
systemische Immunreaktion zu bewerten, ist die Messung des Akut-Phase-Proteins CRP
("C-reaktives Protein") im Serum. In zahlreichen Studien zum CRC wurde erhohtes
praoperatives CRP mit schlechtem klinischen Outcome assoziiert und als unabhéngiger
prognostischen Faktor bezeichnet (42). Dies konnte sich zum einen dadurch erklaren, dass
CRP-Erh6hung mit einer Lymphozytopenie einhergeht und so eine schwache spezifische
Immunitét reflektiert. Zum anderen wurden hohe CRP-Werte auch mit erhohter Anzahl
zirkulierender Neutrophiler und Monozyten, als Zeichen einer ausgepriagten unspezifischen

Immunitét, assoziiert (74,94).

Eine weitere Moglichkeit, basierend auf Akut-Phase-Proteinen die systemische
Entziindungreaktion zu messen, ist der "modified Glasgow Prognostic Score" (mGPS).
Dieser simple 3-stufige Immunscore stellt die systemische Immunreaktion als
Kombination von Grenzwerten des CRP-Anstiegs (>10 mgl™) und der Hypoalbuminimie
(<35 gI'") numerisch dar (94).

McMillan et al. (95) und Roxburgh et al. (96) demonstrierten bei Patienten, deren primére
CRC potentiell kurativ reseziert wurden, dass praoperativ erhohter mGPS mit schlechtem

krebsspezifischen Uberleben assoziiert ist.

AuBerdem wurde die "Lymphozyten-Monozyten-Ratio" (LMR) kiirzlich als unabhingiger
Préadiktor fiir das Rezidivrisiko beim CC im Stadium III bezeichnet (97).
GleichermaBen erlangte die Hyperfibrinogendmie beim nichtmetastasiertem CC den Status

eines unabhingigen Prognosemarkers (98).
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1.2.5.1 Die Neutrophilen-Lymphozyten-Ratio

Die systemische inflammatorische Response fiihrt nicht nur zur erhdhten Konzentration
von Akut-Phase-Proteinen sondern auch zu Anderungen der relativen und absoluten Zahl
zirkulierender weiler Blutzellen (36). Vor kurzem demonstrierte eine koreanische Studie
zum CRC (99), dass die pridoperative Leukozytenzahl mit dem Krankheitsstadium
assoziiert ist und eine verzogerte postoperative Normalisierung der Leukozytose mit

schlechterem Outcome einhergeht.

Auch die leukozytiren Subtypen sind von prognostischem Wert. Hier hat sich vor allem
die Bestimmung der Neutrophilen-Lymphozyten-Ratio (NLR) durchgesetzt. Sie stellt das
Verhiltnis zirkulierender neutrophilen Granulozyten zu Lymphozyten dar und reflektiert
im Gegensatz zu mGPS, als dynamische Variable, akute Verdnderung der systemischen
Immunreaktion (100).

Die NLR hat ihren Ursprung in der Intensivmedizin. Zahorec et al. (101) berichteten 2011,
dass Neutrophilie und Lymphopenie bei kritisch kranken Patienten abhingig vom
klinischen Zustandsbild auftreten. Man zog den Schluss, dass sie eine generelle
unspezifische ~ Immunantwort  auf  "Stress"  verschiedenster =~ Ursache, u.a.
Tumorerkrankungen, darstellen (101,102).

Bei Krebserkrankungen entsteht eine erhohte NLR durch verschiedene Interaktionen
zwischen malignen und entziindlichen Zellen. Entscheidend ist die Ausldsung einer
unspezifischen systemischen Immunreaktion durch die Tumorzellen, in deren Rahmen die
Anzahl der zirkulierenden neutrophilen Granulozyten steigt. Damit resultiert eine relative
Lymphozytopenie und eine erhdhte NLR (103). Der negative Einfluss einer Neutrophilie
auf das klinische Outcome wurde bereits in zahlreichen Studien bestétigt (vgl. Kapitel
1.2.1.2) (64,104).

Gleichzeitig konnen neutrophile Granulozyten, regulatorische T-Zellen und auch die
Tumorzellen selbst die wichtige lymphozytdre Aktivitdt, zum Teil durch Sekretion
inhibitorischer Zytokine (IL-10 und TGF-B), unterdriicken und auf diese Weise die NLR
erhohen (15,37,55). Wie bereits erwéhnt, ist nicht nur das Ausmall der lokalen
lymphozytiren Infiltration, sondern auch eine erhohte Gesamtzahl zirkulierender
Lymphozyten mit einer Verbesserung des klinischen Outcome assoziiert. Insbesondere die
zirkulierenden T-Lymphozyten und NKZ scheinen die Prognose positiv zu beeinflussen
(vgl. Kapitel 1.2.1.1 und 1.2.2.) (15,48,49). Dementsprechend wurde eine Lymphopenie

wiederum mit schlechtem Outcome assoziiert (63,105,106).
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Zusammenfassend spiegelt sich in der NRL die Balance zwischen "Pro-Tumor"-Immunitit
der neutrophilen Granulozyten und "Anti-Tumor"-Immunitét der Lymphozyten wider.
Diese Balance ist bei erhohter NLR zugunsten der tumorférdernden Konditionen

verschoben (35,107).

Die NLR wurde bereits bei vielen Tumorentitdten, u.a. Nierenzell-, Lungen-, Cervix- und
gastrointestinalen Karzinomen als unabhéngiger prognostischer Parameter fiir das klinische
Outcome bezeichnet (61,106,108-110).

Guthrie et al (111) zeigten 2013 in einer umfassendem Metaanalyse, dass in iiber 15
Studien mit mehr als 8500 Patienten die NLR im fortgeschrittenen Stadium oder bei
aggressiven Krankheitsverldufen eindeutig erhoht war. Demnach eignet sich diese Ratio

bei verschiedenen Tumorentititen zur Identifizierung von Hoch-Risiko-Patienten.

2005 demonstrierten Walsh et al. (106) zum ersten Mal die prognostische Relevanz der
préoperativen NLR beim CRC, allerdings in Abhéngigkeit vom Dukes-Stadium. Drei Jahre
spater beschrieben Halazun et al. (112) eine unabhingige Assoziation zwischen erhdhter
praoperativer NLR und dem Todes- und Rezidivrisiko bei Patienten, deren kolorektale
Lebermetastasen reseziert wurden.

Die NLR hat sich mittlerweile als simpler Parameter flir die systemische
Entziindungsreaktion etabliert und wurde von einigen Autoren (36,106,112,113) kiirzlich
als starker prognostischer Marker fiir CRC bezeichnet.

Dennoch sind die bisherigen Studienergebnisse in Bezug auf die verschiedenen
prognostischen Endpunkte beim CRC sehr widerspriichlich. So bezeichneten Studien von
Hung et al. (114), Chua et al. (100) und He et al. (104) die NLR als unabhingigen
prognostischer Indikator fiir das OAS, wéahrend Walsh et al. (106) und Kwon et al. (36) nur
eine bivariate Assoziation bestétigten. Leitch et al. (94) konnten hingegen keinen Einfluss
der NLR auf das OAS nachweisen. Des weiteren wurden Zusammenhidnge mit dem DFS
(Chiang et al. (102), Mallappa et al. (103)) und dem rezidivfreien Uberleben ("recurrence
free survival", RFS) (Ding et al. (113), Absenger et al. (2013a) (61)) belegt. Eine
signifikante Assoziation zwischen NLR und CSS konnte bisweilen nur in wenigen Studien

bestétigt werden (107,115).

Erwédhnenswert ist zudem die "derived Neutrophilen-Lymphozyten-Ratio" (dNLR), eine
abgeleitete Version der NLR, die das Verhiltnis von Neutrophilenzahl zur

Gesamtleukozytenzahl abziiglich der Neutrophilenzahl darstellt. Die Ahnlichkeit zur NLR
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erklart sich dadurch, dass die Lymphozyten neben den neutrophilen Granulozyten die
grofite leukozytire Subgruppe bilden. Der Vorteil der dNLR liegt in der noch besseren
klinischen Verfiigbarkeit, da vor Therapiebeginn Gesamtleukozyten- und Neutrophilenzahl
haufiger als die Lymphozytenzahl dokumentiert werden (116).

Laut Proctor et al. (116) hat sie einen vergleichbaren, wenn auch etwas geringeren,
prognostischen Wert als die NLR. In einer aktuellen Studie von Absenger et al. (2013a)
(29) wurde eine erhohte dNLR als unabhingiger Pradiktor fiir das postoperative

rezidivfreie Intervall und das OAS von Patienten mit CC im Stadium II und III bezeichnet.

1.2.5.2 Die Thrombozyten-Lymphozyten-Ratio

Die Thrombozyten-Lymphozten-Ratio (TLR), in der englischen Literatur meist als
"platelet-lymphocyte-ratio" (PLR) bezeichnet, ist eine Kombination der zirkulierenden
Plattchen- und Lymphozytenzahl und neben der NLR eine weiterer, jedoch weniger
etablierter Indikator fiir die systemische inflammatorische Response (36).

Wie bereits erwéhnt, reflektiert die Thrombozytenzahl die "Pro-Tumor-Immuniét", die
Lymphozytenzahl die "Anti-Tumor-Immunitét". Bei einer erhdhten TLR ist das Verhéltnis
zu Gunsten der tumorférdernden Thrombozyten verschoben, daraus kann eine gesteigerte
Tumorprogression und Metastasierung mit folglich ungiinstiger Prognose resultieren.

Die TLR wurde bereits bei anderen Tumorentititen, mitunter Ovarial-, Mamma-,
Pankreas- und nicht kleinzelligem Lungenkarzinom, als prognostischer Faktor identifiziert
(117-120).

Die Unabhingigkeit von klinisch-pathologischen Faktoren wurde allerdings nur bei
gewissen Tumorentititen bestdtigt, was annehmen ldsst, dass die TLR eine

unterschiedliche Rolle bei verschiedenen Malignomtypen einnimmt (120).

Auch beim CRC finden sich divergente Resultate. Kwon et al (36) und Liu et al. (121)
bezeichneten die TLR als unabhingigen prognostischen Marker fiir das 5-jdhrige OAS und
kiirzlich demonstrierten Szkandera et al. (86) bei CC-Patienten im Stadium II und III eine
unabhéngige Assoziation mit erhohtem Rezidivrisiko. In zwei weiteren Arbeiten (85,104)
wurde eine erhohte TLR mit vermehrtem Auftreten von Rezidiven und erhohter Mortalitét
beim CRC assoziiert, allerdings nur in Abhédngigkeit anderer Faktoren. Eine grofe
koreanische Studie (98) konnte keinen Zusammenhang der TLR mit dem klinischen

Outcome von Patienten mit CC finden.
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1.2.5.3 Risikostratifizierung im Stadium II und III

Die Rolle der NLR und TLR als Pridiktoren fiir das klinische Outcome beim CRC bzw.
CC ist aufgrund der uneinheitlichen Ergebnisse bisheriger Studien nach wie vor kontrovers
und bedarf weiterer wissenschaftlicher Abklarung.

Obwohl es fiir den klinischen Einsatz entscheidend und erforderlich ist, gibt es nur wenige
Arbeiten, die den prognostischen Wert dieser Immunmarker stadienspezifisch
untersuchten. Man weil3, dass die Prognoseabschétzung mittels histopathologischem TNM-
Staging in vielen Féllen inaddquat ist (35,36). Vor allem Patienten im Stadium II und III
zeigen ein sehr heterogenes Outcome (122) und profitieren oft nicht von der adjuvanten
Chemotherapie, entweder weil bereits durch chirurgische Resektion eine Heilung erzielt
wurde oder weil sie trotz adjuvanter Behandlung im postoperativen Verlauf Rezidive
entwickeln (61). Insbesondere in diesen Stadien konnten prognostische und pradiktive
Biomarker, wie die NLR und TLR, klinische Anwendung finden, um die

Risikostratifizierung zu verbessern und die Therapie individuell anzupassen.

Im Schnitt werden iiber 30% aller Patienten mit CC im Stadium II eingeordnet (123).

Trotz generell guter Prognose mit einer 5-JUR von bis zu 80% entwickelt circa jeder fiinfte
CC-Patient postoperativ ein Rezidiv (25,26). Den derzeitigen Therapierichtlinien
entsprechend erhalten nur Hochrisikopatienten eine adjuvante 5-FU-basierte
Chemotherapie. Withrend in den meisten Arbeiten eine maximale Verbesserung der 5-JUR
um lediglich 5% beschrieben wurde (26), kam eine gepoolte Analyse mehrerer
randomisierter, kontrollierter Studien zu dem Ergebnis, dass eine adjuvante Chemotherapie
im Stadium II das relative Risiko einer Rezidiventwicklung um 17% senken kann (31).
Eine bemerkenswerte amerikanische Arbeit stellte fest, dass trotz dieser unklaren
Datenlage zur Wirksamkeit mehr als ein Viertel der Patienten im Stadium II eine adjuvante
Chemotherapie erhalten (124). Unter Umstdnden konnten NLR und TLR helfen, den
Einsatz der adjuvanten Chemotherapie im Stadium II auf jene Hochrisikopatienten zu

beschrdnken, die am ehesten davon profitieren.

Auch im Stadium III, das in durchschnittlich 25-30% der CC-Patienten vorliegt (123), ist
in Anbetracht des heterogenen Outcomes die Anwendung zusitzlicher prognostischer
Biomarker indiziert um jene Patienten zu selektionieren, die trotz adjuvanter
Chemotherapie nach der potentiell kurativen Resektion mit hoher Wahrscheinlichkeit

Rezidive entwickeln und deshalb ein aggressiveres Therapieregime benétigen.
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2. MATERIAL und METHODEN

2.1 Studienziel

Diese retrospektive Studie setzte sich zum Ziel, den prognostischen Stellenwert von
ausgewdhlten zelluldren Markern der systemischen inflammatorischen Response, NLR und

TLR, hinsichtlich des DFS und OAS von Patienten mit CC im Stadium II und III zu klaren.

Die zugrundeliegende Nullhypothese war, dass sich die pridoperativen Marker NLR und
TLR nicht als prognostischen Indikatoren fiir das klinische Outcome dieser Patienten

eignen.

Demgegeniiber definierte die Alternativhypothese, dass die besagten hdmatologischen
Biomarker, auch unabhéngig von anderen Faktoren, Aufschluss iiber die Prognose dieser

Patienten geben kdnnen.

2.2 Datenerhebung

Die retrospektive Erhebung umfasste insgesamt eine Datenbank mit 836 Patienten, die
zwischen 2003 und 2011 im Rahmen eines Follow-Up-Programmes an der klinischen
Abteilung fiir Onkologie des LKH-Universititsklinikums Graz behandelt und/oder
inkludiert wurden.

Bei allen Patienten wurde ein CC im UICC-Stadium II oder III histologisch bestitigt und
keine Fernmetastasen radiologisch detektiert.

In die Kohorte dieser Diplomarbeit wurden allerdings nur jene 246 Patienten
eingeschlossen, bei denen innerhalb einer Woche vor der Operation Laborwerte der
neutrophilen  Granulozyten, Lymphozyten und Thrombozyten elektronisch im

"MEDOCS", dem EDV-Informationssystem der Universitétsklinik Graz, verfiigbar waren.

Als weitere Ausschlusskriterien galten: Fille mit Frithkarzinomen (Stadium I), mit
metastasierten CC (Stad IV) oder mit RC. Patienten, die primér nicht operabel waren oder
deren CC endoskopisch im Gesunden entfernt werden konnte, wurden ebenfalls nicht in

die Kohorte inkludiert.
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RegelmiBige Verlaufskontrollen nach Diagnosestellung wurden in den ersten 3 Jahren alle
3 Monate, im 4. und 5. Jahr alle 6 Monate und im 6.-10. Jahr alle 12 Monate durchgefiihrt.
Sie umfassten eine klinischen Untersuchung, eine Kontrolle der Basislaborparameter und
der Tumormarker CEA und CA 19-9 sowie eine radiologische Abkldrung: In den ersten 3
Jahren nach Diagnosestellung erfolgte halbjéhrlich eine computertomographische bzw.
sonographische Untersuchung der Leber und ein Thorax-Rontgen. Eine Koloskopie wurde
alle 2 Jahre durchgefiihrt.

Die Ethikkommission der Medizinischen Universitidt Graz {iberpriifte und bewilligte diese

Studie. (25-137 ex 12/13).

2.2.1 Patientendaten

Folgende klinisch-pathologische Variablen wurden retrospektiv erhoben:

e Geschlecht

e Alter

e QGrading

e T-Stadium
e N-Stadium

e UICC-Stadium

e Durchfiihrung einer adjuvanten Chemotherapie.

Zur Evaluierung des prognostischen Stellenwertes wurde bei postoperativer
Krankheitsprogression der Zeitpunkt der klinischen Detektion von Rezidiven und bei
verstorbenen Patienten der Todeszeitpunkt erfasst. Fiir letzteres wurde zum Teil das
Zentralregister der Statistik Austria herangezogen. Bei Patienten, die im Studienverlauf
ausschieden, wurde das Datum des letzten Follow-up dokumentiert.

Wichtigster Teil der retrospektiven Datenerhebung waren die absoluten Blutwerte der
Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten, die einen Tag bis maximal
eine Woche préoperativ gemessen worden waren. Die Quotienten der inflammatorischen
Marker wurden wie folgt definiert:

Absolutzahl der Neutrophilen
Absolutzahl der Lymphozyten

Neutrophilen-Lymphzyten-Ratio:

Absolutzahl der Thrombozyten
Absolutzahl der Lymphozyten

Thrombozyten-Lymphozyten-Ratio:
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2.3  Statistische Auswertung

2.3.1 Klinische Endpunkte

Folgende Endpunkte wurden zur Evaluierung der prognostischen Aussagekraft gewéhlt:

Krankheitsfreies Uberleben ("disease-free-survival", DFS)

Das DFS steht fiir den Zeitraum zwischen Datum der Diagnosestellung und dem
klinischem Nachweis lokoregiondrer Rezidive und/oder Fernmetastasen bzw. dem Tod

jeglicher Ursache.

Gesamtiiberleben ("overall survival", OAS)

Zumal die Todesursache retrospektiv schwer feststellbar war, wéhlten wir das OAS als
zweiten prognostischen Endpunkt. OAS bezeichnet den Zeitraum zwischen Datum der

Diagnosestellung und dem Tod jeglicher Ursache.

Zensierte Daten

Ist bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes kein Ereignis eingetreten oder ein Patient
dem Follow-up friithzeitig verloren gegangen, so spricht man von zensierten Beobachtungs-
intervallen. Bleiben diese zensierten Daten unberiicksichtigt, kommt es zu einer
Verzerrung der Ergebnisse. Deshalb wurden statistische Methoden gewéhlt, die zensierte
Patienten in die Analyse der Uberlebenszeit einflieBen lassen (Kaplan-Meier-Methode und

Cox-Regressionsanalyse).

2.3.2 Statistische Analyse

Die absoluten und relativen Haufigkeiten aller Variablen wurden in Kreuztabellen

beschrieben und gegeniibergestellt. Darauf basierend konnten die Haufigkeitsassoziationen

zwischen den einzelnen Variablen mittels Chi-Quadrat-Test nach Pearson kalkuliert

werden.

Um den Einfluss préoperativer NLR, TLR und klinisch-pathologischer Faktoren auf DFS

und OAS zu berechnen, wurden verschiedene statistische Verfahren angewandt.

Die Uberlebenszeiten von Gruppen mit unterschiedlich ausgeprigten Variablen wurden

mittels Kaplan-Meier-Kurven analysiert und graphisch dargestellt. Der Log-rank-Test, eine

Form der Chi-Quadrat-Analyse, {iberpriifte diese Uberlebenskurven auf Gleichheit.
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Signifikante Unterschiede signalisierten einen Einfluss der jeweiligen Variable auf DFS
und OAS. Um diesen Einfluss genauer zu definieren, wurden in der univariaten Cox-
Regressionsanalyse die Assoziation klinisch-pathologischer Faktoren, der NLR und der
TLR mit den prognostischen Endpunkten kalkuliert. AnschlieBend iiberpriifte man im
multivariaten Cox-Regressionsmodell durch Adjustierung hinsichtlich potentieller
Einflussfaktoren, ob diese Assoziationen unabhingig von anderen Variablen ihre
Signifikanz behielten. Auf diese Weise konnten unabhidngige Prognoseparameter
identifiziert werden.

Die Ergebnisse der Cox-Regressionsanalyse wurden zusitzlich in Form deskriptiver
"hazard ratios" (HR) dargestellt. Das "Hazard" beschreibt das momentane Rezidiv- und
Todesrisiko in einer definierten Gruppe. Vergleicht man dieses mit dem Hazard einer
anderen Gruppe, so ergibt sich das HR, ein Quotient, der zeigt, welcher Risikounterschied
zwischen den beiden definierten Gruppe besteht.

Die korrespondierenden Konfidenzintervalle (KI) geben mit 95-prozentiger
Wahrscheinlichkeit an, dass das tatsdchliche HR der Gesamtpopulation im definierten

Streubereich liegt.

In allen Analysen wurde ein P-Wert von <0.05 als statistisch signifikant erachtet.
Bei der Wahl der Cut-off-Werte fiir die NLR und TLR orientierte man sich an bereits
publizierten Studien (vgl. Kapitel 3.2 und 3.3)

Samtliche statistischen Analysen wurden mittels Statistical Package for Social Sciences,

Version 20,0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefiihrt.
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3. ERGEBNISSE

Insgesamt wurden klinisch-pathologische Faktoren und pridoperative Marker der

systemischen inflammatorischen Response bei 246 Patienten mit CC erhoben.

Das mittlere Alter bei Diagnosestellung betrug 63 Jahre. Die mediane Follow-up-Zeit lag
bei 28.5 Monaten. Von allen 246 Patienten entwickelten 63 (25.6%) ein lokoregiondres

Rezidiv oder Fernmetastasen und 33 (13.4%) starben innerhalb der Follow-up-Periode.

3.1 Klinisch-pathologische Variablen

Die Geschlechter waren in unserem Studienkollektiv mit 144 (58.5%) Ménner und 102

(41.5%) Frauen etwas ungleich verteilt.

Anhand des Grenzwertes von 60 Jahren wurde die Kohorte in zwei Altersgruppen
eingeteilt. 80 Patienten (32.5%) waren bei Diagnosestellung <60 Jahre, 166 Patienten
(67.5%) >60 Jahre alt.

Das T-Stadium, das in der TNM-Klassifikation die Invasionstiefe des Primértumors
beschreibt, war wie folgt verteilt:

Bei 7 Patienten (2.8%) wurde ein T1-Stadium, bei 13 Patienten (5.3%) ein T2-Stadium
nachgewiesen. Der GroBteil der Patienten zeigte praoperativ bereits ein fortgeschrittenes
Tumorwachstum: 168 Patienten (68.3%) wurden im T3-Stadium, 58 Patienten (23.6%) im

T4-Stadium eingestuft.

101 Patienten (41.1%) in unserem Kollektiv hatten bei Diagnosestellung keinen
Lymphknotenbefall (NO). Bei 94 Patienten (38.2%) waren 1 bis maximal 3 Lymphknoten
(N1), bei 50 Patienten (20.3%) >4 Lymphknoten (N2) befallen. In einem Fall war keine
Dokumentation des N-Stadiums vorliegend.

Da Tumorinvasionstiefe und Lymphknotenbefall im klinischen (UICC-)Stadium

zusammengefasst werden, wurde nur letzteres in die statistische Analyse miteinbezogen.
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Im histologischen Grading wurde bei 21 Patienten (8.5%) ein gut differenzierter Tumor,
bei 157 Patienten (63.8%) ein maBig differenzierter Tumor und bei 66 Patienten (26.8%)
ein wenig differenzierter Tumor beschrieben. Bei 2 Patienten fehlten diesbeziigliche Daten.
Da in keinem einzigen Fall ein undifferenzierter Tumor (G4) histologisch dokumentiert

wurde, blieb dieser Differenzierungsgrad unberiicksichtigt.

Unser Patientenkollektiv umfasste ausschliefSlich Patienten, bei denen, auf der TNM-
Klassifikation basierend, ein CC im Stadium II oder IIT diagnostiziert wurde. 99 Patienten
(40.2%) befanden sich im Stadium II. Der mehrheitliche Anteil von 146 Patienten (59.3%),
hatte bereits Lymphkotenmetastasen und wurde somit im Stadium III eingestuft. In einem

Fall war keine Zuordnung zu einem klinischen Stadium moglich.

Insgesamt wurde bei 156 Patienten (63.4%) der Kohorte postoperativ eine 5-FU-basierte,
adjuvante Chemotherapie durchgefiihrt.

Dabei erhielten 40.4% der Patienten im Stadium II und 79.5% der Patienten im Stadium III
eine adjuvante Chemotherapie. Die Chi-Quadrat-Analyse bestitigte, dass Patienten im
Stadium III signifikant hdufiger mit Chemotherapeutika behandelt worden waren als

Patienten im Stadium II (3°=38.890, p<0.001).
In einem Fall waren keine diesbeziigliche Daten verfiigbar.

Zusitzlich lag bei 84 Patienten eine Dokumentation des durchgefiihrten Chemotherapie-

Regimes vor.

Im Stadium II erhielten 9 Patienten eine Kombinationstherapie nach dem FOLFOX-
Schema, nur 1 Patient wurde mit einer 5-FU-Monotherapie behandelt.
Im Stadium III erhielten 65 Patienten eine Kombinationstherapie nach dem FOLFOX-

Schema und 9 Patienten wurden mit einer 5-FU-Monotherapie behandelt.
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3.2 Die Neutrophilen-Lymphozyten-Ratio

Der 2001 von Zahorec et al. (101) erstmals suggerierte Cut-off-Wert von NLR>5, wurde in
aktuellen Studien, u.a. von Absenger et al. (2013a) (29) Hung et al. (114), Kwon et al. (36)

und Son et al. (98), libernommen und somit auch in dieser Studie verwendet.

Von 173 Patienten (70.3%) mit einer NLR<5 kam es bei 36 Patienten (20.8%) zu
lokoregiondren Rezidiven oder Fernmetastasen, bei 19 Patienten (11.0%) trat der Tod
wihrend des Beobachtungszeitraumes ein. Dahingegen entwickelten in der Gruppe mit
einer NLR>5, die 73 Patienten (29.7%) umfasste, 27 Patienten (37.0%) ein Rezidiv und 14

Patienten (19.2%) verstarben.

In Abbildung 6 werden diese Proportionen graphisch dargestellt.
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Abbildung 6 Rezidiv-und Todesfalle in den Gruppen mit unterschiedlicher NLR
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3.3 Die Thrombozyten-Lymphozyten-Ratio

Wir orientierten uns bei der Wahl des Cut-off-Wertes fiir die TLR u.a. an den Studien von
Kwon et al. (2012) (36) und He et. al. (2012) (104), welche die Gruppen <150, 150-300

und >300 verwendeten.

Von 62 Patienten (25.2%) mit TLR<150 entwickelten 10 Patienten (16.1%) ein Rezidiv
und 7 Patienten (11.3%) verstarben innerhalb des Beobachtungszeitraums.

In der groBBen Gruppe von 129 Patienten (52.4%) mit einer TLR zwischen 150 und 300
zéahlte man 36 Patienten (27.9%) mit Rezidiven sowie 16 Todesfille (12.4%).

Bei 55 Patienten (22.4%) wurde eine TLR>300 gemessen. In dieser Gruppe entwickelten
17 Patienten (30.9%) Rezidive, 10 Patienten (18.2%) verstarben.

In Abbildung 7 werden diese Proportionen graphisch dargestellt.
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3.4 Haufigkeitsassoziationen klinisch-pathologischer
Variablen mit NLR und TLR

Um herauszufinden, ob die beiden inflammatorischen Parameter mit anderen klinisch-
pathologischen Werten in Zusammenhang stehen, wurden Haufigkeitsassoziationen

berechnet. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 4 und 5 iibersichtlich dargestellt.

Tabelle4  Verteilung klinisch-pathologischer Variablen und Haufigkeitsassoziationen mit NLR

NLR
Variable <5 25 P-Wert
Alter
<60 Jahre 56 (70.0%) 24 (30.0%) 0.938
>60 Jahre 117 (70.5%) 49 (29.5%)
Geschlecht
ménnlich 103 (71.5%) 41 (28.5%) 0.624
weiblich 70 (68.6%) 32 (31.4%)
Grading
G1 12 (57.1%) 9 (42.9%) 0.399
G2 112 (71.3%) 45 (28.7%)
G3 47 (71.2%) 19 (28.8%)
Stadium
I 74 (74.7%) 25 (25.3%) 0.200
I 98 (67.1%) 48 (32.9%)
Adj. CTX
Nein 68 (76.4%) 21 (23.6%) 0.109
Ja 104 (66.7%) 52 (33.3%)

Im Chi-Quadrat-Test zeigte sich keine Haufigkeitsassoziation zwischen Geschlecht und
NLR (X2=0.241, p=0.624) allerdings war eine erhdhte TLR signifikant mit dem weiblichen
Geschlecht (y*=6.754, p=0.034) assoziiert. Frauen hatten hiufiger eine TLR >150 (83.3%)
als Ménner (68.7%).

Patienten jlinger und élter als 60 Jahre zeigte anndhernd die gleiche Verteilung der NLR
(x*=0.006, p=0.938). Auch die Distribution der TLR-Werte war nicht mit dem Alter
(x*=0.737, p=0.692) assoziiert.
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Uberdies verteilten sich sowohl die NLR als auch die TLR unabhiingig vom Stadium
(NLR: ¢*=1.639, p=0.200, TLR: y’=2.344, p=0.310) und Grading (NLR: y*=1.835,
p=0.399, TLR: y*=1.374, p=0.849).

Bei Patienten, die eine postoperative adjuvante Chemotherapie erhielten, waren NLR und

TLR annihernd gleich verteilt (NLR: ¥*=2.569, p=0.109, TLR: y*=3.413, p=0.182) wie bei

Patienten, die ausschlieBlich chirurgisch behandelt wurden.

Tabelle 5  Verteilung klinisch-pathologischer Variablen und Héufigkeitsassoziationen mit TLR
TLR
Variable <150 150-300 >300 P-Wert
Alter
<60 Jahre 18 (22.5%) 45 (56.3%) 17 (21.3%) 0.692
260 Jahre 44 (26.5%) 84 (50.6%) 38(22.9%)
Geschlecht
mannlich 45 (31.3%) 69 (47.9%) 30(20.8%) 0.034
weiblich 17 (16.7%) 60 (58.8%) 25(24.5%)
Grading
G1 7 (33.3%) 10 (47.6%) 4 (19.0%) 0.849
G2 41 (26.1%) 81 (51.6%) 35(22.3%)
G3 14 (21.2%) 36 (54.5%) 16 (24.2%)
Stadium
Il 29 (29.3%) 46 (46.5%) 24 (24.2%) 0.310
I 33 (22.6%) 82 (56.2%) 31(21.2%)
Adj. CTX
Nein 28 (31.5%) 45 (50.6%) 16 (18.0%) 0.182
Ja 34 (21.8%) 83 (53.2%) 39 (25.0%)

3.5 Uberlebenskurven

Die Uberlebenszeiten der verschiedenen Gruppen der NLR und TLR wurden in Kaplan-

Meier-Kurven optisch visualisiert. Die x-Achse beschreibt die Uberlebensdauer in

Monaten, die y-Achse die kumulative Wahrscheinlichkeit ein lokoregiondres Rezidiv

und/oder Fernmetastasen zu entwickeln (DFS) bzw. zu versterben (OAS). Mittels Log-

rank-Test wurden die Unterschiede zwischen den Uberlebenskurven auf statistische

Signifikanz gepriift.
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3.5.1 Uberlebensunterschiede in Bezug auf die NLR

Das DFS der Patienten mit NLR<5 und mit NLR>5 wurde durch Kaplan-Meier-Kurven in
Abbildung 8 graphisch dargestellt und verglichen. Optisch erkennt man einen klaren
Unterschied zwischen den anfangs divergierenden und dann nahezu parallel verlaufenden
Uberlebenskurven. Dieser Verlauf verdeutlicht ein kiirzeres DFS bei Patienten mit erhohter

NLR. Der Vergleich im Log-rank-Test ergab einen signifikanten Unterschied von p=0.005.
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Abbildung 8 Kaplan-Meier-Kurven fiir das DFS der Patientengruppen, kategorisiert nach

entsprechender NLR
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Die Kaplan-Meier-Kurven in Abbildung 9 veranschaulichen das OAS der Patienten mit
NLR<S5 und mit NLR>5. Patienten mit einer NLR>5 zeigten einen optischen Trend zu

kiirzerer Uberlebenszeit. Der Unterschied der Kurvenverliufe war allerdings mit p=0.118

nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 9 Kaplan-Meier-Kurven fiir das OAS der Patientengruppen, kategorisiert nach

entsprechender NLR
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3.5.2 Uberlebensunterschiede in Bezug auf die TLR

Die Kurven fiir das DFS der Patientengruppen mit TLR<150, mit TLR 150-300 und mit
TLR >300 werden in Abbildung 10 vergleichend dargestellt. In den ersten 10 Monaten
zeigen die Uberlebenskurven marginale optische Differenz. AnschlieBend verliuft die
Kurve der Patienten mit TLR<150 parallel zur x-Achse, in dieser Gruppe treten nach

ca. 25 Monaten keine neuen Rezidive mehr auf. Im Vergleich dazu zeigen Patienten mit
einer TLR >150 einen visuelle Tendenz zu erhéhtem Rezidivrisiko, wobei Patienten mit
einer TLR >300 den schlechtesten Verlauf hatten.

Der Log-rank-Test ergab allerdings keine signifikanten Unterschiede im paarweisen
Vergleich von TLR<150 und TLR 150-300 (p=0.114) sowie TLR<150 und TLR >300

(p=0.069), wenn auch bei letzterem ein gewisser Trend (p<0.1) vermerkt werden konnte.
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Abbildung 10 Kaplan-Meier-Kurven fiir das DFS der Patientengruppen, kategorisiert nach

entsprechender TLR
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In Abbildung 11 wird die optische Visualisierung des OAS der einzelnen Gruppe der TLR

dargestellt. Die Kaplan-Meier-Kurven fiir TLR<150 und fiir TLR 150-300 tiberdecken sich

nahezu, dementsprechend besteht kein signifikanter Unterschied.

Der Kurvenverlauf der Gruppe mit TLR>300 deutet auf eine kiirzere Uberlebenszeit bei

diesen Patienten hin. Der Unterschied war allerdings mit p=0.338 zur Gruppe mit

TLR<150 und mit p=0.191 zur Gruppe mit TLR 150-300 nicht signifikant.
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3.6 Klinisches Outcome in der Cox-Regressionsanalyse

3.6.1 Prognostischer Wert der klinisch-pathologischen Variablen

In der univariaten Cox-Regressionsanalyse wurde der Einfluss klinisch-pathologischer
Variablen auf das Outcome weiterfilhrend untersucht. Die Ergebnisse und die

Haufigkeitsverteilung der inkludierten Variablen fasst Tabelle 6 zusammen.

Die univariaten Cox-Analyse ergab eine signifikante Assoziation zwischen dem Alter und
OAS. Patienten iiber 60 Jahren hatten im Vergleich zu jiingeren Patienten ein 2.7-fach
hoheres Risiko im Beobachtungszeitraum zu versterben (HR 2.66, 95% KI 1.03-6.89,
p=0.044). Das Rezidivrisiko (DFS) war hingegen altersunabhéngig.

Zwischen den Geschlechtern bestand im DFS kein signifikanter Unterschied und das OAS

war bei ménnlichen und weiblichen Patienten sogar annidhernd gleich.

Das Grading stand in der univariaten Cox-Analyse in keinem Zusammenhang mit dem
DFS, wurde aber signifikant mit dem OAS assoziiert (G1 vs. G2: HR 0.45, 95% KI 0.15-
1.39, G1 vs. G3: HR 1.37, 95% KI 0.45-4.12, p=0.013).

Unsere Resultate zeigten eine Verschlechterung der Prognose mit dem Befall regiondrer
Lymphknoten: Patienten im Stadium III zeigten eine mehr als 2-fach erhohte Rezidiv-und
Sterberate gegeniiber Patienten im Stadium II (DFS: HR 2.26, 95% KI 1.28-3.96, p=0.005,
OAS: HR 2.54, 95% KI 1.10-5.88, p=0.029). Das Stadium war die einzige-klinisch-

pathologische Variable, die univariat sowohl mit DFS als auch mit OAS assoziiert wurde.

Die postoperative adjuvante Chemotherapie konnte weder das DFS noch das OAS der

Patienten signifikant verlangern.
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Tabelle 6

Verteilung der klinisch-pathologischen Variabeln, NLR und TLR und ihre Assoziation mit DFS
und OAS in der univariaten Analyse

DFS OAS
Variable n % HR (95% KI) P-Wert HR (95% KI) P-Wert
Alter
<60 Jahre 80 32.5 1 0.218 1 0.044
260 Jahre 166 67.5 | 1.43(0.81-2.52) 2.66 (1.03-6.89)
Geschlecht
mannlich 144 58.8 1 0.575 1 0.929
weiblich 102 41.5 | 1.15(0.70-1.90) 1.03 (0.52-2.06)
Grading
Gl 21 8.5 1 0.417 1 0.013
G2 157 63.8 [ 1.29(0.46-3.60) 0.45 (0.15-1.39)
G3 66 | 26.8 | 1.75(0.60-5.09) 1.37 (0.45-4.12)
Fehlend 2 0.08
Stadium
Il 99 40.2 1 0.005 1 0.029
1] 146 59.3 2.26(1.28-3.96) 2.54 (1.10-5.88)
Fehlend 1 0.4
Adj. CTX
Nein 89 36.2 1 0.306 1 0.128
Ja 156 63.4 0.77 (0.46-1.28) 0.58 (0.29-1.17)
Fehlend 1 0.4
NLR
<5 173 70.3 1 0.006 1 0.123
25 73 29.7 | 2.02(1.22-3.32) 1.72 (0.86-3.44)
TLR
<150 62 25.2 1 0.180 1 0.411
150-300 129 52.4 | 1.75(0.87-3.53) 1.02 (0.42-2.49)
>300 55| 22.4 | 2.05(0.94-4.48) 1.69 (0.64-4.46)

3.6.2 Prognostischer Wert der NLR und TLR

Der Log-rank-Test hatte bereits durch direkten Vergleich der Kaplan-Meier-Kurven eine

Assoziation zwischen NLR und DFS gezeigt, hingegen konnten bei den {ibrigen

Uberlebenskurven keine signifikanten Unterschiede berechnet werden. Um diese

Ergebnisse zu verifizieren und die HR mit 95% KI zu berechnen, wurde zusétzlich eine

univariate Cox-Regressionsanalyse durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden in Tabelle 6

dargestellt, die P-Werte weichen minimal von denen des Log-rank-Tests ab.
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Im Vergleich zu Patienten mit einer NLR<5, hatten jene mit einer NLR>5 ein doppelt so
hohes Risiko im Beobachtungszeitraum ein Rezidiv zu entwickeln (HR 2.02, 95% KI 1.22-
3.32, p=0.006). Dahingegen waren Unterschiede im OAS, dem Log-rank-Testergebnis
entsprechend, ohne statistische Signifikanz. Ebenso stand die TLR als Gesamtvariable in

keinem signifikanten Zusammenhang mit den prognostischen Endpunkten.

3.6.3 Unabhingige Prognoseparameter

Um die Prognoseparameter auf Unabhéngigkeit zu priifen wurde schlieflich eine
multivariate Cox-Regressionsanalyse durchgefiihrt, in die neben Alter, Geschlecht und den
inflammatorischen Markern, alle Variablen, die in der univariaten Analyse signifikant mit
DFS oder OAS assoziiert waren, miteinbezogen wurden. Die Ergebnisse werden in Tabelle

7 aufgelistet.

Die prognostische Signifikanz des Stadiums (HR 2.11, 95% KI 1.19-3.75, p=0.010) und
der NLR (HR 1.94, 95% KI 1.06-3.55, p=0.032) fiir das DFS blieb in der multivariaten
Cox-Analyse bestehen. Alter, Geschlecht, Grading und TLR zeigten weder eine univariate

noch eine multivariate signifikante Assoziation mit DFS.

Zumal NLR und TLR in der univariaten Analyse nicht mit dem OAS in Zusammenhang

standen, konnte in Folge auch eine unabhingige Assoziation ausgeschlossen werden.

Das Stadium hatten in der univariaten Analyse eine signifikante Assoziation mit OAS
erreicht, in der multivariaten Analyse wurde diese allerdings knapp verfehlt (p=0.068).
Hingegen konnten Alter und Grading die statistische Signifikanz in Bezug auf die
Korrelation mit OAS behalten (Alter: HR 2.74, 95% KI 1.05-7.15, p=0.040 und Grading:
G1 vs. G2: HR 0.47, 95% K1 0.15-1.50, G1 vs. G3: HR 1.53, 95% KI 0.48-4.89, p=0.009).

Wie in der univariaten Analyse wurden beim Vergleich der Gradinggruppen untereinander
keine signifikanten Unterschiede im OAS gefunden: G1 vs. G2: p=0.204, G1 vs. G3:
p=0.471 (nicht in Tabelle 7 angefiihrt).

In diesem Zusammenhang sei erwéhnt, dass ein Vergleich des OAS bei miBig (G2) und

wenig (G3) differenzierten Tumoren nicht durchgefiihrt wurde.
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Tabelle 7

Assoziationen klinisch-pathologischer Variablen, NLR und TLR mit DFS und OAS in der

multivariaten Cox-Regressionsanalyse

DFS OAS
Variable HR (95% KI) P-Wert HR (95% KI) P-Wert
Alter
<60 Jahre 1 0.235 1 0.040
>60 Jahre 1.42 (0.80-2.52) 2.74 (1.05-7.15)
Geschlecht
mannlich 1 0.798 1 0.795
weiblich 1.07 (0.64-1.78) 1.10(0.53-2.27)
Grading
G1 1 0.443 1 0.009
G2 1.32 (0.46-3.76) 0.47 (0.15-1.50)
G3 1.77 (0.59-5.26) 1.53 (0.48-4.89)
Stadium
Il 1 0.010 1 0.068
1 2.11 (1.19-3.75) 2.20(0.94-5.12)
NLR
<5 1 0.032 1 0.288
25 1.94 (1.06-3.55) 1.63 (0.66-4.04)
TLR
<150 1 0.677 1 0.704
150-300 1.39 (0.66-2.92) 0.87 (0.33-2.30)
>300 1.26 (0.49-3.24) 1.27 (0.36-4.47)
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4. DISKUSSION

Das CRC ist nach wie vor jene Krebsentitit mit der zweithdufigsten Mortalitdt in den
westlichen Industrienationen. Etwa die Hélfte der Betroffenen entwickelt im
Krankheitsverlauf Fernmetastasen (6), die 5-JUR liegt laut aktuellen Studien nur knapp
tiber 60% (28).

Die Prognoseabschitzung mittels histopathologischem TNM-Staging ist in vielen Féllen
inaddquat, besonders Patienten im Stadium II und III zeigen ein ausgesprochen
heterogenes Uberleben (35). Um die individuelle Risikostratifizierung als wichtigste
Voraussetzung zur Therapieentscheidung zu verbessern, wurde in den letzten Jahren aktiv
nach zusdtzlichen prognostischen Biomarkern geforscht. Im Zuge aktueller
Forschungsarbeiten zur Tumorimmunologie erlangten inflammatorische Prognosemarker
zusehends Stellenwert in der Onkologie. Aus histopathologischen Arbeiten ist die
prognostische Relevanz des lokalen Immuninfiltrates bei vielen Tumorentitdten schon seit
langem bekannt, klinisch etablierten sich allerdings leichter messbare, systemische
Immunmarker. Hier wurden neben CRP und mGPS nicht zuletzt die NLR und TLR
vorgeschlagen, obgleich ihre prognostische Aussagekraft bis heute, speziell fiir einzelne
Stadien, umstritten ist.

Diese retrospektive Studie setzte sich zum Ziel, die Rolle der praoperativen Parameter der
systemischen inflammatorischen Response, NLR und TLR, als prognostische Biomarker

fiir CC-Patienten im Stadium II und III zu klédren.

Insgesamt versuchte man durch die definierten Ein- und Ausschlusskriterien ein paar
methodische Schwichen hinsichtlich der grolen Heterogenitidt der Kohorte zu vermeiden.
Da zwei etablierte zellulire Marker der systemischen inflammatorischen Response
beziiglich ihres prognostischen Wertes in der gleichen Kohorte erhoben, analysiert und
verglichen wurden, hatte diese Studie klare Vorteile gegeniiber fritheren Arbeiten, die sich
nur mit einem Immunmarker beschiftigten.

Eine weitere Stirke war die Eingrenzung des Kollektivs auf Patienten mit CC im UICC-
Stadium II und III. Auf diese Weise konnte der prognostische Wert der NLR und TLR
ausschlieBlich fiir die Entitdt CC in bestimmten Stadien evaluiert werden. Auch Ding et al.
(113), Hung et al. (114) und zwei Studien von Absenger et al. (29,61) hatten die NLR
ausschlieflich bei CC-Patienten im Stadium II und/oder III untersucht. Hingegen war

unsere Studie die erste, die zusitzlich den prognostischen Wert der TLR evaluierte.
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Nicht zuletzt hat eine retrospektive Studie den Vorteil, in der Regel ethisch unbedenklicher

und mit weniger finanziellen Kosten verbunden zu sein als eine prospektive Studie.

Allerdings sollten auch die Limitationen dieser Studie diskutiert werden. Da die Patienten
retrospektiv, je nach Vorliegen hiamatologischer Laborbefunde ausgewéhlt wurden, kann
ein  "Selektionsbias" nicht ausgeschlossen werden. Demzufolge ist unsere
Stichprobenkohorte mdglicherweise nicht 100% reprasentativ fiir die Gesamtheit der CC-
Patienten im Stadium IT und III.

Eine weitere Schwiche unserer Studie ist die relativ geringe Fallzahl von nur 246 Patienten
aufgrund der begrenzten Verfiigbarkeit inflammatorischer Parameter in der préoperativen
Woche. Man sollte bedenken, dass eine statistische Signifikanz gewisser Assoziationen,
die in groBeren Kohorten bestitigt wurde, in kleineren Kohorten oft nicht erreicht werden
kann, da die statistische Power fehlt.

Wie in allen retrospektiven Studien bestand die Gefahr der Fehlschliisse durch nicht
erhobene Einflussgroflen, die als "Confounder" (Storfaktoren) mit den erhobenen
Variablen assoziiert waren und auf diese Weise Zusammenhinge manipulieren konnten.
Hinsichtlich wichtiger moglicher Confounder, wie Alter, Geschlecht, Stadium oder
Grading, wurden die Korrelationen in der multivariaten Regressionsanalyse durch
Stratifizierung adjustiert. Allerdings wurden Komorbidititen, Medikamente (insbesondere
NSAR, Kortikoide, Thrombozytenaggregationshemmer) oder die Qualitdt der
chirurgischen Resektion (insbesondere Anzahl der resezierten Lymphknoten) nicht
berticksichtigt, obwohl diese Faktoren mdglicherweise ungewollten Einfluss auf die
hidmatologischen Parameter und/oder das Outcome hatten. Angesichts dessen wére auch
eine Unterscheidung zwischen elektiven und notfallmidBigen Operationen durchaus
sinnvoll gewesen, da gezeigt worden war, dass Patienten, die aufgrund von Obstruktion,
Perforation, Blutung oder Ischdmie notoperiert wurden, sich pridoperativ mit erhéhten
NLR- und TLR-Werten présentierten (102,114). Diese Daten waren aber nicht verfligbar

oder aus den vorhandenen Datenbanken retrospektiv nicht erhebbar.

An dieser Stelle sollen zundchst die erhobenen klinisch-pathologischen Variablen
hinsichtlich ihrer Korrelation mit NLR und TLR und ihrer prognostische Aussagekraft
besprochen werden, in Folge widmen wir uns der zentralen Frage nach der Anwendung der

NLR und TLR als Prognosemarker beim potentiell kurativ resezierbaren CC.
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In der untersuchten Kohorte waren etwa 68% der Patienten bei Diagnosestellung élter als
60 Jahre. In Bezug auf frithere Arbeiten spricht dies fiir eine gute Altersverteilung, welche
sich auch mit epidemiologischen Daten (28) vergleichen Iésst.

In der élteren Patientengruppe wurden auBerdem keine signifikant erhohten NLR- und
TLR-Werte beobachtet. Vergleicht man dies mit der aktuellen Literatur, so stofit man auf
widerspriichliche Ergebnisse. Obgleich sich unser Resultat mit dem zahlreicher anderer
Arbeiten (36,104,121,125) deckt, présentierten sich in Studien von Hung et al. (114),
Shibutani et al (107) und Jankova et al. (122) dltere Patienten mit erhohten NLR-Werten.
In unserer Studie hatte das Alter keinen Einfluss auf das DFS, erreichte aber den Status
eines unabhdngigen Prognoseparameters fiir verkiirztes OAS. Patienten iiber 60 Jahren
zeigten im Vergleich zu jiingeren Patienten eine 2.7-fach erhhte Mortalitét.
GleichermaBBen wurde in groferen Kohorten (114,122) ein Alter iiber 65 Jahren im
Stadium II multivariat und ein Alter iiber 75 Jahren im Stadium III mit verkiirztem OAS
assoziiert.

Angesichts der fehlenden Assoziation mit dem DFS in dieser und in einigen vergleichbaren
Studien (113,114,122), ldsst sich die altersabhingige Mortalitdt vermutlich auf das
vermehrte Auftreten von Komorbidititen mit steigendem Lebensalter und weniger auf das

CC per se zuriickzufiihren.

In unserer Studienkohorte waren die Geschlechter mit einem iliberwiegenden méannlichen
Anteil von circa 59% nicht gleichermallen vertreten. Dies spiegelt die weltweit hohere
Inzidenz des CRC bei Minnern wider (3).

Das Geschlecht hatte keinen Einfluss auf die NLR, allerdings zeigten Frauen signifikant
hiufiger eine erhohte TLR. Die plausibelste Erkldrung fiir diesen geschlechterspezifischen
Unterschied ist die durchschnittlich hohere Thrombozytenzahl bei Frauen im Vergleich zu
Mainnern. Zu dieser Erkenntnis gelangte man bereits in epidemiologischen Studien der
1970er-Jahre (126,127). Szkandera et al. (86) beschrieben ebenfalls eine Assoziation
zwischen erhohter TLR und weiblichen Geschlecht, wohingegen drei weitere Studien
(36,104,121) keinen Zusammenhang nachweisen konnten. Wie in vergleichbaren Arbeiten
(29,61,114), hatte das Geschlecht auch in unserer Studie keinen Einfluss auf das klinische

Outcome.
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Der histologische Differenzierungsgrad zeigte keine Haufigkeitskorrelation mit NLR und
TLR. Wéhrend Kwon et al. (36) und He et al. (104) zu einem vergleichbaren Ergebnis
kamen, berichteten Li et al. in einer Metaanalyse (35), dass eine erhohte NLR
durchschnittlich mit schlechter histologischer Differenzierung assoziiert ist.

Hinsichtlich der prognostischen Bedeutung brachte die Analyse interessante Ergebnisse.
Obwohl ein geringer histologischer Differenzierungsgrad bekanntlich mit gesteigertem
Metastasierungspotential einhergeht und von der ASCO als Selektionskriterium fiir eine
adjuvante Chemotherapie im Stadium II vorgeschlagen wurde (vgl. Kapitel 1.1.4.3) (27),
bestand in unserer Studie kein FEinfluss auf das DFS. Indessen wurde der
Differenzierungsgrad als unabhdngiger prognostischer Marker fiir das OAS identifiziert.
Im Vergleich mit anderen Studien zur NLR und/oder TLR zeigte dieses Resultat wenig
Ubereinstimmung. Wihrend Jankova et al. (122) bei CRC-Patienten im Stadium III eine
Assoziation des histologischen Differenzierungsgrades mit dem OAS demonstrierten,
konnten die meisten Studien (29,61,102) den Einfluss auf das OAS im Stadium II bzw. 111
nicht bestdtigen.

Erstaunlich ist, dass wir beim Vergleich einzelner Gradinggruppen (G1 vs. G2 und GI vs.
G3) hinsichtlich des OAS keine signifikanten Unterschiede finden konnten. Da Patienten
mit den Differenzierungsgraden G2 und G3 jedoch nicht hinsichtlich prognostischer
Endpunkte verglichen worden waren und die HR der uni-und multivariaten Analyse darauf
hindeuten, dass G2-Tumore mit einem besseren OAS und G3-Tumore mit einem
schlechteren OAS als G1-Tumore einhergingen, wird hier der signifikante Unterschied
vermutet. Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass die méBig differenzierten
(G2-) Tumore mit ca. 64% die groBte Gruppe darstellten.

Es ist bekannt, dass die Beurteilung des histologischen Differenzierungsgrades von
Pathologe zu Pathologe stark variieren kann, zumal diese Methode nur bis zu einem
gewissen Grad objektivierbar ist (128,129). Da unsere Grading-Variable auf den Befunden
der klinischen Routine beruht, ist hier sicherlich eine grofle Interobserver-Variabilitét
gegeben. Dies konnte zum Teil die Abweichung unserer Ergebnisse von denen bisheriger
Studien und den Uberlebensvorteil bei miBig gegeniiber gut differenzierten Tumoren

erkldren.
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Aktuelle Therapierichtlinien empfehlen die adjuvante Chemotherapie im Stadium III als
Routinebehandlung und im Stadium II nur bei Hochrisikopatienten (27). Analog zu
vergleichbaren Studien (29,61) wurde sie in unserer Kohorte bei 63% der Patienten
durchgefiihrt. Der Anteil der Patienten, die im Stadium II eine adjuvante Chemotherapie
erhielten, war mit 40.4% hoher als in der Literatur beschrieben (124).

Zudem konnte die adjuvante Chemotherapie in unserer Studienkohorte weder das DFS
noch das OAS verlingern. Das konnte verschiedene Griinde haben. Eine mogliche
Erklarung ist der marginale Therapieeffekt, der nur bei groBBer Fallzahl einen signifikanten
Uberlebensvorteil bringt.

AuBerdem wurde demonstriert, dass Patienten mit einer praoperativen NLR>5 ein erhdhtes
Rezidivrisiko tragen und somit als Hochrisikofdlle einzustufen sind. In der Chi-Quadrat-
Analyse lie} sich allerdings erkennen, dass diese Hochrisikopatienten retrospektiv nicht
signifikant héufiger einer adjuvanten Chemotherapie unterzogen worden waren als
Patienten mit einer NLR<5. Insofern konnte man den geringen Erfolg der Chemotherapie
auch auf eine verbesserungswiirdige Selektion zurilickfithren. Diese Annahme spricht fiir
die Problematik, dass die bisherigen Entscheidungskriterien zur Durchfiihrung einer
Chemotherapie (vgl. Kapitel 1.1.8.2), insbesondere im Stadium II, unzuldnglich sind (35).
Zusitzliche pradiktive Parameter, wie die NLR oder TLR, werden bendtigt, um jene
Hochrisikopatienten zu identifizieren, die am ehesten von einer adjuvanten Chemotherapie
profitieren konnen.

Dass die Chemotherapie das Outcome von CC-Patienten im Stadium II und III nicht
wesentlich verbessert, wurde in beiden Arbeiten von Absenger et al. (29,61) bestétigt.

Sie kann aber durchaus die postoperative NLR beeinflussen. In einer Studie von Chua et al.
(100) zum metastasiertem CRC, normalisierte sich die NLR bei der Hélfte der Patienten
bereits nach einem palliativen Chemotherapiezyklus. Demnach kdnnte die Frage nach der
Anwendung der NLR als pradiktiver Marker fiir den adjuvanten Chemotherapieerfolg ein

Thema weiterer Forschungsarbeiten darstellen.

Obwohl in der Literatur ein fortgeschrittenes TNM-Stadium mit einer ausgeprigten
Thromobozytose (130) und mit erhdhten NLR (35) assoziiert wurde, ging in unserer, sowie
in den Studien von Absenger et al. (2013b) (61) und Szkandera et al. (86), das Stadium III
nicht signifikant hiufiger mit erhohter NLR oder TLR einher als Stadium II. Diese

Resultate stirken die Vermutung, dass die systemische Immunreaktion auf das CC
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stadienunabhéngig ist und NLR und TLR zusitzliche prognostische Informationen liefern
konnen.

Wie zu erwarten hatte das Stadium in unserer Studie unter allen erhobenen klinisch-
pathologischen Parametern den hochsten prognostischen Wert, da es sowohl mit DFS, als
auch mit OAS assoziiert war. Den Status eines unabhéngigen Prognoseparameters erzielte
es allerdings nur fiir DFS. Hinsichtlich des OAS wurde die statistische Signifikanz in der
multivariaten Analyse, so wie beim Alter, vermutlich aufgrund der geringen Fallzahl nur
knapp verfehlt. Patienten im Stadium III hatten ein mehr als doppelt so hohes Risiko
lokoregiondre Rezidive und/oder Fernmetastasen zu entwickeln als Patienten im Stadium
II. Unser Resultat verdeutlicht, dass die gingige Prognoseabschitzung anhand des UICC-
Stadiums, insbesondere fiir das DFS, durchaus berechtigt ist.

Absenger et al. kamen in einer Studie (2013b) mit 504 CC-Patienten im Stadium II und III
(61) zum selben Ergebnis, wihrend sie in der zweiten Studie (2013a) mit vergleichbarer

Kohorte (n=372) (29) zusitzlich eine unabhéngige Assoziation mit dem OAS feststellten.

Die zentrale Fragestellung dieser Forschungsarbeit richtete sich nach der Anwendbarkeit
der préaoperativen NLR und TLR als Priadiktoren fiir das klinische Outcome beim CC in
Stadium II und III, unabhéngig von klinischen und pathologischen Faktoren wie Stadium,

Grading, Alter und Geschlecht.

Folgendem Ergebnis ist dabei besondere Relevanz beizumessen: In unserer Studie
manifestierte sich die NLR als unabhéngiger Prognosemarker fiir DFS. Patienten mit einer
praoperativen NLR>5 hatten ein etwa doppelt so hohes Risiko lokoregionire Rezidive oder
Fernmetastasen zu entwickeln.

Dies lésst sich in erster Linie mit den Resultaten jener drei aktueller Studien (29,61,102)
vergleichen, die CC-Patienten in denselben Stadien untersucht hatten: Absenger et al.
konnten in zwei Arbeiten (29,61) den prognostischen Wert der NLR in Bezug auf das
Rezidivrisiko fiir verschiedene Cut-off-Werte (3.7, 4, 5) bestitigen. In der dritten, sehr
groBen Studie von Chiang et al. (102) ging eine NLR >3 in der multivariaten Analyse mit
verkiirztem 5-Jahres-DFS einher.

Ferner zeigten in einer Studie mit ausschlieBlich chirurgisch therapierten CC (Stadium Ila),
Patienten mit normaler NLR ein 5-Jahres-RFS von iiber 90% und Patienten mit NLR>4 ein
5-Jahres-RFS von 64% (113). Chua et al. (100) untersuchten zwei unabhédngige Kohorten
mit fortgeschrittenem CRC und erkannten, dass selbst eine Normalisierung der NLR nach

palliativer Chemotherapie die Tumorprogression um 2 Monate verzogert.
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Neben diesen einzelnen Studien findet sich eine bedeutende Fundierung unseres
Ergebnisses in der aktuellen systematischen Ubersichtsarbeit von Li et al. (35), in der die
Ergebnisse aus 10 Kohorten analysiert und alle Endpunkte zur Beschreibung der
Rezidivrate unter "progressionsfreiem Uberleben" ("progression free survival", PFS)
zusammengefasst wurden. Gepoolte Effektschétzer zeigten eine signifikante unabhingige
Assoziation zwischen erhohter NLR vor und verkiirztem PFS nach der Behandlung
(chirurgische Resektion oder Chemotherapie), allerdings mit beachtlicher Heterogenitit.
Mittels Meta-Regression konnten Li et al. diese Heterogenitit zum Teil durch Unterschiede
in der therapeutischen Intervention (chirurgisch vs. nicht-chirurgisch), der Fallzahl (>200
vs. <200) und dem hauptsidchlichen Behandlungsziel (hepatische CRC-Metastasen vs.
Primédrtumor) erkliren. Allerdings inkludierte diese Metaanalyse auch fortgeschrittene

Stadien und Patienten mit RC (35).

Entgegen all diesen positiven multivariaten Assoziationen demonstrierten Hung et al. (114)
anhand einer Kohorte von 1040 CC-Patienten im Stadium II, dass die préoperative NLR
den Status eines unabhingigen Prédiktors fiir das 5-jdhrige DFS nicht erreicht. Allerdings
wurden Patienten, die eine adjuvante Chemotherapie erhielten, nicht in diese Studie
inkludiert. Durch Ausschluss dieser Risikopatienten kann von einem durchschnittlich
geringeren Metastasierungspotential ausgegangen werden, was die Vergleichbarkeit dieser
Studie limitiert.

Son et al. (98) konnten neuerlich bei 624 Patienten mit CC im Stadium I[-1II weder uni-
noch multivariate Assoziationen zwischen pridoperativer NLR>5 und DFS finden. Auch
dieses Resultat sollte kritisch betrachtet werden, da die NLR nur bei 19 Patienten (3%)
erhoht war, wihrend in unserer Studie 73 Patienten (29.7%) gezéhlt wurden.

Obgleich die NLR in unserer Studie unabhiangig mit dem DFS assoziiert war, stand sie mit
dem OAS weder in einem univariaten noch multivariaten Zusammenhang.
Interessanterweise steht dieses Resultat ganz im Widerspruch zu den Ergebnissen
bisheriger Studien, in denen die NLR mehrheitlich als unabhéngiger Prognosemarker fiir

das OAS beim CC (29,114) bzw. beim CRC (100,104,112,122) bezeichnet wurde.

Die bereits genannte systematische Ubersichtsarbeit von Li et al. (35) analysierte die
Resultate aus 16 Studien und demonstrierte, dass trotz substantieller Heterogenitét eine
erhohte NLR mit signifikant verkiirztem OAS einhergeht. Da bis auf zwei Studien das
Ergebnis aus multivariaten Analysen stammte, kann prinzipiell von einer

stadienunabhéngigen Assoziation ausgegangen werden.
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Es lassen sich lediglich Vermutungen zur Abweichung unseres Resultats von jenem der
Metaanalyse (35) duBlern. Da die NLR sowohl bei frithem als auch bei fortgeschrittenem
CRC als signifikanter Risikofaktor fiir schlechtes OAS beschrieben wurde, ist die
Eingrenzung der Kohorte auf Stadium II und III wahrscheinlich nicht dafiir verantwortlich.
Wie bereits erwéhnt, liegt die plausibelste Erklarung, auch hinsichtlich des OAS, in der zu
geringen Fallzahl.

Dennoch erzielten auch andere Studien divergente Resultate. Ausschlielich das CC im
Stadium II und III betreffend, zeigten Absenger et al. in ihrer zweiten Studie (2013b) (61)
eine univariate, aber keine multivariate Assoziation erhGhter NLR mit schlechtem OAS.
Gleichermaflen verlor die NLR in zwei weiteren Kohorten (36,106) mit CRC-Patienten
aller Stadien ihre Signifikanz in der multivariaten Analyse. Vereinbar mit unserem
Ergebnis stand in den Studien von Leitch et al. (94) und Son et al. (98) eine préoperative
NLR >5 nicht einmal annidhernd in Zusammenhang mit dem OAS von Patienten, die einer
potentiell kurativen Resektion eines primiren CRC unterzogen worden waren.

Demnach ist der prognostische Wert der NLR fiir das OAS trotz metaanalytischer

Fundierung zu hinterfragen. Wesentliche Kritikpunkte werden spéter erldutert.

Es féllt auf, dass einige Studien alternative Cut-off-Werte (2, 3 oder 4) fiir die NLR
wihlten oder versuchten mittels ROC-Analysen den optimalen Wert zu berechnen. Die
Metaanalyse von Li et al. (35) zeigte, dass die Wahl des Cut-off-Wertes die prognostische
Aussagekraft der NLR nicht wesentlich dndert, sodass ein Cut-off-Wert von 5 auch fiir die

klinische Routine festgelegt werden konnte.

Im Gegensatz zur NLR war die TLR in unserer Studie weder mit dem DFS noch mit dem

OAS von CC-Patienten im Stadium II und III assoziiert.

Dieses Resultat deckt sich zum Gutteil mit dem von Son et al. (98). In einer Kohorte von
624 koreanischen Patienten, deren nichtmetastasierte CC (Stadium I-III) potentiell kurativ
reseziert wurden, zeigte die prdoperative TLR >300 weder in der univariaten noch in der
multivariaten Cox-Analyse einen signifikanten Einfluss auf das 5-jdhrige DFS und OAS.
Allerdings ist die Aussagekraft dieses Ergebnis in Frage zu stellen, da nur 16 Patienten

(2.6%) eine TLR >300 hatten, wéahrend in unserer Studie 55 Patienten (22.4%) gezéhlt

wurden.
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Baranyai et al. (85) kamen zu einem &hnlichen Ergebnis. In einer Kohorte, die je nach
Vorliegen von Lebermetastasen in zwei Gruppen eingeteilt wurde, konnte in der Gruppe
ohne hepatische Filiae (n=336, Stadium I-IV) die TLR zwar eine univariate aber keine
multivariate Signifikanz als Prognosemarker fiir DFS und OAS erlangen. Primires Ziel
dieser Studie war es, Thrombozytose und TLR als potentielle prognostische Marker beim
CRC zu vergleichen. Hier konnte sich die Thrombozytenzahl (>400.000/ul) als
unabhingiger prognostischer Marker durchsetzen.

Eine neue Studie von Szkandera et al. (86), die ausschlieBlich CC-Patienten (n=372) im
Stadium II und IIT untersuchte und insofern einen direkten Vergleich zu unseren Resultaten
liefert, konnte einen groBeren prognostischen Wert der TLR nachweisen. Die erhdhte
pridoperative TLR zeigte zwar nur einen Trend zu verkiirztem OAS, wurde aber als
unabhéngiger prognostischer Marker fiir das rezidivfreie Zeitintervall identifiziert.
Patienten mit einer TLR <176 blieben im Mittel 16 Monate ldnger rezidivfrei als jene mit
einer TLR >176.

Bemerkenswert ist, dass in zwei kleineren Studien von Liu et al. (121) und Kwon et al.
(36), eine prioperative TLR >250, >150 und >300 unabhéngig mit verkiirztem OAS von
CRC-Patienten (Stadium I-IV) assoziiert wurde.

Wie bei der NLR, wurden auch bei der TLR teilweise individuelle, auf ROC-Analysen
basierende, Cut-off-Werte verwendet. Vermutlich trug dies neben Fallzahl und Stadium
zur Heterogenitit der bisherigen Studienergebnisse bei. Die in dieser Studie gewdhlten
Intervalle von <150, 150-300 und >300 stellen die gingigste Einteilung der TLR-Werte dar
(36,98,104).

Ohne Frage ist die derzeitige Datenlage zum prognostischen Wert der TLR beim CRC sehr
widerspriichlich. Eine Evaluierung in weiteren klinischen Studien ist notig, im Idealfall mit

standardisierten Cut-off-Werten um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu verbessern.

So wie unsere Arbeit, setzten sich auch drei der bereits angefiihrten Studien zum Ziel, die
NLR und die TLR hinsichtlich ihrer prognostischen Aussagekraft in derselben Kohorte zu

vergleichen.

He et al. (104) erhoben bei 243 Patienten mit metastasiertem CRC mit vorwiegender
Primirlokalisation im Kolon (72%) die NLR, TLR und CEA vor Beginn der First-Line-
Chemotherapie. Erhohte Werte aller Biomarker gingen mit signifikanter Verschlechterung

des PFS und des OAS einher, doch nur NLR und CEA wurden als unabhingige
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Prognoseparameter identifiziert. In Zusammenschau mit unseren Ergebnissen, ldsst sich
behaupten dass die NLR das klinische Outcome sowohl in friihen als auch in

fortgeschrittenen Stadien besser als die TLR vorhersagen kann.

Dahingegen kam die Arbeit von Kwon et al. (36), die angesichts des Krankheitsstadiums
und der Cut-off-Werte etwas besser mit unserer Studie vergleichbar ist, zu kontriren
Ergebnissen. Bei 200 Patienten mit CRC (Stadium I-IV), die einer potentiell kurativen
Resektion unterzogen worden waren, zeigten hohe Werte der NLR und der TLR sowohl
eine Assoziation miteinander als auch mit verkiirztem OAS. Hier konnte sich allerdings die
TLR durchsetzen und erlangte neben Stadium, CEA-Konzentration und positiver

Lymphknoten-Ratio den Status eines unabhéngigen prognostischen Markers.

Die bereits erwdhnte Studie von Son et al. (98) untersuchte bei 624 Patienten mit
nichtmetastasiertem CC die préoperativ, zum Diagnosezeitpunkt gemessenen Werte von
Fibrinogen, mGPS, NLR und TLR hinsichtlich ihrer prognostischen Aussagekraft. Das
Ergebnis war erstaunlich. Fibrinogen konnte sich als unabhidngiger inflammatorischer
Pradiktor fiir das 5-jdhrige DFS und OAS durchsetzen, wihrend mGPS, NLR und TLR in
keinem statistisch signifikanten Zusammenhang mit dem klinischen Outcome standen. Wie
bereits angedeutet, ist die Aussagekraft dieses Ergebnisses in Frage zu stellen: Der
Kohortenanteil mit erhdhter NLR und TLR war sehr gering und zudem wurden die

inflammatorischen Marker bis zu 2 Wochen préaoperativ erhoben.

Diese Studienergebnisse sind sehr widerspriichlich und konnen unsere Resultate nicht
bestitigen. Es besteht weiterer Forschungsbedarf: Neben dem stadien- und
entitdtsspezifischen prognostischen Wert der NLR und TLR sollte nicht zuletzt durch
Vergleiche in denselben streng definierten Kohorten gekldrt werden, ob die NLR im

Stadium II und III tatséchlich aussagekriftiger und verldsslicher ist.

Obwohl sich die NLR als klinischer Prognosemarker fiir das CRC eignen konnte, sollte
man bedenken, dass sie eine systemische Immunreaktion widerspiegelt, die nicht
ausnahmslos mit dem CRC sondern durchaus auch mit Lebensstilfaktoren und
Komorbidititen assoziiert sein kann. So sind Erndhrungsgewohnheiten und chronischer
Nikotinabusus nicht nur Risikofaktoren fiir die Entstehung eines CRC, sie konnen auch an

einer Erhohung der NLR beteiligt sein (9,125,131).
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Aktuelle Forschungsarbeiten identifizierten zahlreiche Krankheitsbilder, die die NLR
beeinflussen und in Folge deren prognostische Aussagekraft fiir das CRC manipulieren

konnen. Einige wichtige Confounder sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8  Wichtige potentielle Komorbiditéten, die die NLR beeinflussen konnen.
(*Arbeiten, in denen NLR als prognostisch ungiinstiger Marker identifiziert wurde)

Lokale und systemische Infektionen (132)
Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (133)
Autoimmunerkrankungen (134)
Kardiovaskulare Erkrankungen

e arterieller Hypertonus (135)

e koronare Herzkrankheit und akutes Koronarsyndrom (136)*

e Herzklappenerkrankungen (137)

e linksventrikulare Funktionsstérung (138)
Metabolisches Syndrom (139)
Diabetes mellitus (135)
Schilddrisenfunktionsstérungen (132)
Chronische Nierenerkrankung (140)*
Leberdysfunktion (141)*
Sekundare maligne Prozesse (42)!

In den meisten Studien zur NLR, mitunter auch in dieser, wurden die genannten
Komorbidititen nicht bzw. nur teilweise beriicksichtigt. Zum einen erkldrt sich das
dadurch, dass in retrospektiven Studien eine nachtrigliche Datenerfassung hinsichtlich
dieser Komorbiditdten nur schwer moglich ist. Selbst eine akute lokale und systemische
Infektion ldsst sich bei einer Erhebung der NLR eine Woche prioperativ nicht
ausschliefen, eine Verkiirzung des prdoperativen Zeitfensters zur Bestimmung der
inflammatorischen Parameter konnte zumindest den Einfluss dieses Confounder

minimieren.

Zum anderen wiirde bei Ausschluss dieser potentiellen Einflussfaktoren die NLR keine
breite Anwendung mehr finden, da viele, der in Tabelle 8 dargestellten Confounder nicht
zuletzt haufige Krankheitsbilder in der Altersgruppe mit erhohtem Risiko fiir CRC

darstellen.
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Es sei in diesem Kontext auch erwidhnt, dass die NLR bisher nur in den Studien von
Shibutani et al. (107) und Guthrie et al. (115) unabhidngig mit dem CSS bei primir
operablem CRC assoziiert war. Walsh et al. (106) untersuchten 230 Patienten mit CRC und
fanden eine bivariate aber keine univariate Assoziation zwischen NLR und CSS. Zwei
weitere Studien (94,122) konnten keinen Zusammenhang feststellen.

Diese Erkenntnisse sprechen dafiir, dass das OAS von CC-Patienten, das in den meisten
Studien mit erhohter NLR assoziiert wurde, womdoglich weniger auf krebsspezifische,
sondern hauptsichlich auf krebsunspezifische Todesursachen zuriickzufiihren ist.

Aktuelle Studien, die eine erhohte NLR als prognostisch ungiinstigen Indikator bei
verschiedenen kardiovaskuldren, nephrologischen und hepatologischen Erkrankungen (vgl.
Tabelle 8) beschrieben, stirken diese Hypothese (108).

Bemerkenswerterweise gelang es Jankova et al. (122) vor kurzem diese Vermutung in
einer Kohorte von 322 CRC-Patienten im Dukes-Stadium C statistisch zu bestitigen.
Neben einer schwachen Korrelation mit dem OAS bestand tatséchlich eine unabhéngige
Assoziation zwischen NLR und CRC-unspezifischer Mortatilitdt, wéhrend die NLR in
Bezug auf CRC-spezifische Mortalitdt und Rezidivrate keine unabhdngige Signifikanz

erreichte.

Dieselbe Unspezifitdt konnte auch fiir die TLR angenommen werden, allerdings finden
sich in der Literatur derzeit nicht genug Daten {iber potentielle Einflussfaktoren, um diese

Vermutung wissenschaftlich zu untermauern.

In Folge all dieser Aspekte gilt es, wie bereits von anderen Autoren (132) betont, die NLR
sowohl beim CC als auch beim RC aufgrund ihrer geringen Spezifitdt mit Vorbehalt als
prognostischen Marker zu verwenden. Insbesondere die Assoziation zwischen NLR und
OAS ist sehr anfillig fiir andere Einflussfaktoren und erreichte in unserer Studie entgegen
den Resultaten der aktuellen Metaanalyse (35) keine statistische Signifikanz. Aus diesem
Grund ist es empfehlenswert, unter Ausschluss von Komorbidititen die NLR vielmehr als
Prognosefaktor fiir das DFS anzuwenden, da dieser Endpunkt krebsspezifischer ist und
somit besser der Identifikation von onkologischen Hochrisikopatienten und der
Therapieanpassung dient (122). Die unabhidngige Assoziation mit erhohter NLR im
Stadium II und III konnten neben unserer Studie viele andere, aktuelle Arbeiten

(29,61,102) bestédtigen.
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Wie bereits von Balta et al. (132) in einem Kommentar suggeriert, wird in Anbetracht der
geringen Spezifitit der NLR eine Zusammenschau mit anderen himatologischen Markern

der systemischen inflammatorischen Response empfohlen.

Kiirzlich publizierte Studien (29,97,98) zeigten, dass der Plasma-Fibrinogenspiegel, die
LMR und auch die dNLR wunabhingigen prognostische Stellenwert beim
nichtmetastasierten CC besitzen. CRP und mGPS wurden bereits in mehreren Studien als

unabhingige Parameter fiir schlechtes Outcome von Patienten mit CRC beschrieben (42).

Leitch et al. (94) und Proctor et al. (142) postulierten, dass der mGPS in seinem
prognostischen Wert beim CRC zelluldren Immunparametern, wie der NLR, sogar
eindeutig liberlegen ist.

Allerdings ist zu bedenken, dass die prioperative Bestimmung von CRP, mGPS und auch
von Fibrinogen mit Kosten aufgrund zusétzlicher Laboruntersuchungen verbunden ist,
wohingegen sich NLR, dNLR und LMR leicht anhand des pridoperativ routinemifig
durchgefiihrten Differentialblutbildes berechnen lassen (36,100).

Ob die NLR in Kombination mit den genannten inflammatorischen Biomarkern eine
verlasslichere préoperative Stratifizierung der Prognose ermdglicht, muss in zukiinftigen

Studien iiberpriift werden.

Abschlieend sollte noch betont werden, dass trotz der aktuell starken Fokussierung auf
systemische Immunmarker, das prognostisch sehr aussagekriftige lokale Immuninfiltrat
keineswegs aufler Acht gelassen werden darf.

Die Wechselbeziehungen zwischen Komponenten der lokalen und systemischen
Immunreaktion auf CRC wurden nur in wenigen Studien behandelt und sind bisweilen
kaum verstanden, wenngleich bekannt ist, das eindeutige Differenzen im Einfluss auf die
Tumorprogression bestehen (47,96). So versuchten u.a. drei Arbeiten aus Glasgow diese
Frage beim potentiell kurativ resezierten CRC zu kléren. In der ersten Studie (74) war eine
erhohte CRP-Konzentration mit verminderter lymphozytirer CD4 -Infiltration assoziiert
und beides ging in der multivariaten Analyse mit verkiirztem CSS einher.

Dahingegen konnte die zweite, aktuellere Studie (47) keinen Zusammenhang zwischen
systemischer (mGPS) und lokaler (Klintrup-Kriterien) Immunreaktion nachweisen, obwohl

auch hier beide Faktoren unabhingig mit verkiirztem CSS assoziiert wurden.

62



Interessanterweise wurde in der dritten Studie (96) eine geringgradige peritumorale
Infiltration (Klintrup-Kriterien) mit einer erhdhten Zahl zirkulierender Leukozyten und
neutrophiler Granulozyten sowie verkiirztem CSS assoziiert.

Demzufolge ldsst sich auch ein Zusammenhang zwischen systemischen, zelluldren
Immunmarker (wie NLR, TLR, LMR) und lokaler Immuninfiltration vermuten, allerdings
finden sich in der Literatur, zumindest in Bezug auf CRC, keine validierenden

Forschungsergebnisse.

Zukiinftige Studien konnten systemische und lokale Immunzellmarker parallel in
denselben Kohorten evaluieren, um zu klaren, ob Parameter der lokalen Tumorabwehr, wie
die Klintrup- oder Jass-Kriterien, gleichwertige oder tatsdchlich additive prognostische
Informationen liefern, die die immunologische Risikostratifizierung bei CRC-Patienten

entscheidend verbessern wiirden.

Unsere Resultate lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Eine erhohte TLR wurde mit dem weiblichen Geschlecht in Verbindung gebracht wéihrend
die NLR mit keiner klinisch-pathologischen Variable assoziiert war. NLR und Stadium
zeigten in der univariaten Analyse eine Assoziation mit erhdhter Rezidivrate und
manifestierten sich in Folge als unabhingige prognostische Faktoren fiir das DFS.

Alter, Stadium und Grading standen mit dem OAS in einem univariaten Zusammenhang,
allerdings erreichten nur Alter und Grading den Status eines unabhidngigen
Prognosefaktors fiir OAS. Die TLR war mit keinem der prognostischen Endpunkte

assoziiert.

4.1 Konklusion

Diese retrospektive Studie demonstrierte, dass die praoperative NLR der TLR in ihrem
prognostischen Wert beim CC im Stadium II und III eindeutig iiberlegen ist und
unabhingig von Stadium, Grading, Alter und Geschlecht einen prognostischen Biomarker
fiir das DFS dieser Patienten darstellt. Hinsichtlich des OAS erlangte einzig Alter und
histologischer Differenzierungsgrad unabhidngige prognostische Signifikanz, der in der
Literatur mehrfach beschriebene Zusammenhang von priaoperativer NLR und OAS wurde
nicht bestétigt. Die TLR konnte die Voraussetzungen eines prognostischen Markers in
keiner Weise erfiillen. Angesichts unserer Ergebnisse sowie der spédrlichen und

widerspriichlichen Datenlage, kann der klinische Einsatz der TLR nicht empfohlen werden.
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Letztendlich kann die Alternativhypothese dieser Studie nur bedingt fiir die NLR

angenommen werden.

Aufgrund geringer Kosten und universeller Verfiigbarkeit ist die NLR als Préadiktor fiir das
Rezidivrisiko klinisch leicht anwendbar, in Anbetracht der geringen Spezifitit wird
allerdings die Zusammenschau mit anderen inflammatorischen Prognosemarkern
empfohlen. Ob der Beitrag der NLR zur Verbesserung der Prognosestratifizierung beim
CC im Stadium II und III kiinftig nicht nur die Identifikation von Hochrisikopatienten zur
konsekutiven Therapieintensivierung erleichtern konnte sondern auch einen restriktiveren
Einsatz der adjuvanten Chemotherapie bei Patienten mit niedrigem Rezidivrisiko

unterstiitzt, muss erst in prospektiven Studien bewiesen werden.

Die Divergenz zwischen unseren und den Ergebnissen bisheriger Studien ldsst sich zum
Gutteil durch die unterschiedlichen Fallzahlen und definierte Kohortenmerkmale wie
Tumorentitit oder Stadium erkldren. Vermeintlicher Selektionsbias und zahlreiche
unbeachtete Confounder erfordern die Validierung unseres Resultats in groferen

prospektiven Arbeiten.
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