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1. Einleitung

1.1. Das kolorektale Karzinom

1.1.1 Epidemiologie

Mit einer weltweiten Inzidenz von 1 Million und 500 000 Todesféllen pro Jahr stellt
das kolorektale Karzinom (CRC) das haufigste Malignom des
Gastrointestinaltraktes dar (2). Im Jahr 2014 erkrankten in Deutschland 61.010
Menschen an einem CRC (27.890 Frauen und 33.120 Manner). Damit belegt das
CRC Platz 2 der haufigsten Krebserkrankungen. Das mittlere Erkrankungsalter
liegt fir Frauen bei 75 Jahren, fur Manner bei 72 Jahren. Das 5-Jahres-Uberleben
belduft sich im Durchschnitt auf 63%. Ca. 30% der kolorektalen Tumoren sind im
Rektum lokalisiert (3).

1.1.2. Anatomie und Histologie

Nach UICC-Klassifikation werden als Rektumkarzinom jene Tumoren
bezeichnet, deren aboraler Rand bei der Messung mit dem starren Rektoskop 16
cm oder weniger von der Anokutanlinie entfernt ist. Entsprechend ihrem Abstand
von der Anokutanlinie erfolgt eine Unterteilung in Karzinome des oberen
Rektumdrittels (12 — 16 cm), des mittleren Rektumdrittels (6 - <12 cm) und des
unteren Rektumdrittels (< 6 cm) (4, 5). Ergdnzend kann eine chirurgische
Hohenlokalisation des Rektumkarzinoms ab Linea dentata erfolgen. Dies ist
aufgrund der Langenvariabilitdt des Analkanals insbesondere fir die tief-
sitzenden Rektumkarzinome zur praoperativen Beurteilung bzw. Einschatzung
des Sphinktererhalts von Vorteil.

Histologisch liegt bei Gber 95 % der Patienten ein Adenokarzinom vor. Andere
seltenere Histologien sind neuroendokrine Tumoren, kleinzellige Karzinome,
Siegelringzellkarzinome, Lymphome, Sarkome, gastrointestinale Stromatumoren

oder speziell im Rektum auch Plattenepithelkarzinome.



1.1.3 Pathogenese und Risikofaktoren

Die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms beruht auf einem multifaktoriellen
Geschehen. Die meisten Karzinome gehen Uber mehrere Stufen genetischer
Mutationen aus Adenomen hervor; klassischerweise beginnend mit priméren
Mutationen im APC-Gen und nachfolgender chromosomaler Instabilitéat (6). Das
Erkrankungsrisiko wird durch den Einfluss von endogenen und exogenen
Risikofaktoren erhtht. So scheint unter anderem der Lebensstil eine Rolle zu
spielen: Fett- und fleischlastige sowie ballaststoffarme Ernéhrung, erhohter
Alkohol- und Nikotinkonsum und mangelnde Bewegung und Adipositas werden
mit einem erhdhten Karzinomrisiko assoziiert. Auch chronisch-entzindliche
Darmerkrankungen (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) sowie ein gehauftes
Auftreten von kolorektalen Karzinomen in der Familie erhdhen das
Erkrankungsrisiko (7).

Nur in weniger als 5% der Falle ist eine definierte genetische Erkrankung wie die
familiare adenomatdse Polyposis (FAP, Mutationen innerhalb des APC-Gens)
oder das hereditdre kolorektale Karzinom ohne Polyposis (HNPCC-/ Lynch-
Syndrom, Mutation in den Genen MSH2, MLH1, PMS1, PMS2, MSH6, TFGBR2,
MLH3) Ursache eines CRCs (8). Weitere mit kolorektalen Karzinomen
vergesellschaftete Krankheitsbilder sind beispielsweise das Cowden- oder
Peutz-Jeghers-Syndrom.

Fur die Diagnosestellung eines HNPCC miussen alle sogenannten Amsterdam-
Kriterien erfillt sein (Tabelle 1). Ebenfalls zur Diagnosestellung hinzugezogen
werden, konnen die Bethesda-Kriterien (Tabelle 2). Bereits wenn eines der
Bethesda-Kriterien erflllt ist, gilt ein HNPCC als sehr wahrscheinlich und es sollte

eine weitere molekulargenetische Analyse erfolgen.


https://de.wikipedia.org/wiki/Mutation
https://de.wikipedia.org/wiki/Adenom

Tabelle 1. Amsterdam-Kriterien (AC1l: nur CRC, AC2: extrakolische
Manifestationen miteinbezogen) (9)

1 | Mindestens drei Angehdorige der Familie mit HNPCC-assoziierten
Karzinomen (Kolon/Rektum, Endometrium, Dinndarm, Urothel

(Ureter/Nierenbecken))

Mindestens zwei aufeinanderfolgende Generationen betroffen

Mindestens ein erstgradig verwandtes Familienmitglied

Mindestens einer der Erkrankten ist/war bei Diagnose jinger als 50 Jahre

a| bl WO N

Ausschluss einer familiaren adenomatdsen Polyposis

Tabelle 2. Revidierte Bethesda-Kriterien (9)
1 | Patient mit CRC vor dem 50. Lebensjahr

2 | Patient mit synchronen oder metachronen kolorektalen oder anderen
HNPCC-assoziierten Tumoren (Kolon, Rektum, Endometrium, Magen,
Ovar, Pankreas, Ureter, Nierenbecken, biliares System, Gehirn (v.a.
Glioblastom), Haut (Talgdriisenadenome und -karzinome,

Keratoakanthome, Dinndarm)), unabhangig vom Alter bei Diagnose

3 | Patient mit CRC vor dem 60. Lebensjahr mit typischer Histologie eines
MSI-H-Tumors (Tumor-infiltrierende Lymphozyten, Crohn's like Lesions,

muzindse oder siegelringzellige Differenzierung, medullares Karzinom)

4 | Patient mit CRC, der einen Verwandten 1. Grades mit einem CRC oder

einem HNPCC-assoziierten Tumor vor dem 50. Lebensjahr hat

5 | Patient mit CRC (unabhangig vom Alter), der mindestens zwei Verwandte
1. oder 2. Grades hat, bei denen ein CRC oder ein HNPCC-assoziierter

Tumor (unabhangig vom Alter) diagnostiziert wurde




1.1.4. Klinik und Friherkennung

Es gibt keine charakteristischen Frihsymptome. Mogliche Beschwerden vor
allem in fortgeschrittenen Stadien kbnnen Veranderungen des Stuhlgangs wie
Obstipation, ,Bleistiftstihle® oder rektale Blutabgange sein. Hinzu kdnnen
Symptome der Andmie (Blasse, Schwindel, Tachykardien) sowie allgemein
Karzinom-verdachtige B-Symptome kommen wie ungewollter Gewichtsverlust,
Nachtschwei?3 und Leistungsabfall. Rektale Blutabgange sollten auch bei
bekanntem Hamorrhoidalleiden zum koloskopischen Karzinomausschluss
fuhren. Ein leitliniengerechtes Screening beinhaltet einen fakalen okkulten
Bluttest (FOBT/alternativ immunologischer FOBT = iFOBT; jahrlich ab dem 50.
LJ als Alternative zur Koloskopie) sowie als Goldstandard die Koloskopie (ab dem
50. LJ, bei unauffalligem Befund alle 10 Jahren). Bei vollstandiger Koloskopie ist
kein Stuhltest auf okkultes Blut n6tig. Falls eine komplette Koloskopie abgelehnt
wird, wird ein j&hrlicher Stuhltest auf okkultes Blut sowie alle funf Jahre eine

Sigmoidoskopie empfohlen (7, 8).

1.1.5 Diagnosestellung und Staging

Zur Diagnostik bei neu aufgetretenen Symptomen gehdéren eine korperliche
Untersuchung inklusive digital-rektaler Untersuchung und eine komplette
Koloskopie mit Biopsie bzw. bei nicht komplett durchfiihrbarer Koloskopie die
Rekto-/Sigmoidoskopie. Zum leitliniengerechten praoperativen Staging kommen
hinzu die Abdomensonografie, Rontgen-Thorax (bzw. CT Thorax/Abdomen) und
die Abnahme des Tumormarkers CEA (Carcinoembryonales Antigen).
Insbesondere beim Rektumkarzinom kommt dem lokalen Staging eine
entscheidende Bedeutung bei der weiteren Therapieplanung zu (s. Kapitel
Behandlungsstrategien) und sollte daher um eine starre Rektoskopie (genaue
Abschatzung des Abstandes von Karzinom zu Schlielmuskel bzw. zur Linea
dentata), ein MRT-Becken (Abstand des Tumors zur mesorektalen Faszie) sowie
eine rektale Endosonographie (zur Bestimmung der Infiltrationstiefe) ergénzt
werden (9). Bei kolorektalen Karzinomen ist das TNM-System (Tumor-

Lymphknoten-Metastasen) des American Joint Committee on Cancer/Union


https://www.amboss.com/de/wissen/H%C3%A4morrhoiden_und_H%C3%A4morrhoidalleiden#xid=c30ahf&anker=Ze4ac1021aa084b1265e75687d34dcd55
https://www.amboss.com/de/wissen/Kolorektales_Karzinom#xid=TS06_2&anker=Zf7044eda33201de51511e1248d200803
https://www.amboss.com/de/wissen/Kolorektales_Karzinom#xid=TS06_2&anker=Zf7044eda33201de51511e1248d200803
https://www.amboss.com/de/wissen/Rektum_und_Analkanal#xid=8p0OrS&anker=Ze4b70d3adba7d611ccbb01ad35394e24
https://www.amboss.com/de/wissen/Rektum_und_Analkanal#xid=8p0OrS&anker=Ze4b70d3adba7d611ccbb01ad35394e24

Internationale Contre le Cancer (AJCC/UICC-TNM) der internationale Standard
fur die pathologische und klinische Tumorklassifikation (10).

Tabelle 3: TNM-Klassifikation (11)
T-Stadium

Tx  Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fur Primartumor

Tis Carcinoma in situ

Tl Submukosa

T2 Muscularis propria

T3 Subserosa, nicht peritonealisiertes perikolischen/perirektales Gewebe
T4  Tumor infiltriert andere Nachbarstrukturen/Organe

T4a viszerales Peritoneum

T4b Infiltration anderer Organe oder Strukturen

N-Stadium

Nx Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1-3 regionaren Lymphknoten

Nla Metastasen in 1 Lymphknoten

N1lb Metastasen in 2-3 Lymphknoten

N1lc Tumorknétchen (Satelliten) im Fettgewebe der Subserosa ohne
Lymphknotenmetastasen

N2 Befall von 4 oder mehr regionaren Lymphknoten

N2a Metastasen in 4-6 regionaren Lymphknoten

N2b Metastasen in 7 oder mehr regionaren Lymphknoten
M-Stadium

Mx Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
Mla Fernmetastasen in einem Organ

M1b Fernmetastasen in mehreren Organen




Tabelle 4: UICC-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (9)

T N M
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1/T2 NO MO
Stadium I T3/T4 NO MO
A T3 NO MO
1B T4a NO MO
[@ T4b NO MO
Stadium Il jedes T N1/N2 MO
A T1/T2 N1 MO
Tl N2a MO
B T3/T4 N1 MO
T2/T3 N2a MO
T1/T2 N2b MO
lc T4a N2a MO
T3/T4a N2b MO
T4b N1/N2 MO
Stadium IV jedes T jedes N M1
IVA jedes T jedes N Mla
VB jedes T jedes N M1b




1.1.6. Behandlungsstrategien

Zwar haben Kolon- und Rektumkarzinome viele Gemeinsamkeiten bezuglich
ihrer Atiologie und Histologie; unterscheiden sich aber vor allem in der
Behandlungsstrategie. Daher spielt, wie im Abschnitt ,Diagnosestellung” bereits
erwahnt, die genaue Hohenangabe des Tumors im Rektum eine entscheidende
Rolle. So werden Tumoren im oberen Drittel des Rektums vom Prinzip wie
Kolonkarzinome behandelt, d.h. eine neoadjuvante Therapie wird in aller Regel
nicht durchgefiihrt, stattdessen erfolgt die primare Resektion des Karzinoms plus
partieller oder totaler mesorektaler Exzision (11).

Tumoren des mittleren und unteren Drittels werden dagegen in fortgeschrittenen
Stadien (UICC-Stadien Il und lll, cT3/4 und/oder cN+, locally advanced rectal
cancer, LARC) entsprechend einem multimodalen Therapiekonzept neoadjuvant
vorbehandelt. Dieses besteht entweder aus einer neoadjuvanten
Radiochemotherapie (1,8 - 2 Gy Einzeldosis bis 45 — 50,4 Gy Gesamtdosis
kombiniert mit oralem Capecitabin oder infusionalem 5-Fluoruracil) oder einer
Kurzzeit-Radiotherapie (5 x 5 Gy) in Kombination mit einer sich anschlieRenden
tiefen anterioren Rektumresektion und totaler mesorektaler Exzision (TME).

Die Kombination aus neoadjuvanter Vorbehandlung und weitlaufiger Exzision
erhoht die Erfolgsrate von Sphinkter-erhaltenden Operationen und reduziert die
lokale Rezidivrate erheblich (12-15). Langfristige Nachuntersuchungen waren
bisher jedoch nicht in der Lage, eine Verbesserung des Rezidivfreien- bzw.
Gesamtuberlebens (DFS bzw. OS) nachzuweisen (16, 17).

Auch in Bezug auf eine adjuvante Chemotherapie nach erfolgter praoperativer
Radiochemotherapie zeigt sich die Datenlage bislang noch uneindeutig. Eine
klare Leitlinienempfehlung fur oder wider eine adjuvante Chemotherapie gibt es
demnach aktuell nicht, erfolgt aber am ehesten mit der Gabe von Capecitabin
oder 5-FU (18, 19).

Bei metastasierten Tumoren kann je nach (potenzieller) Resektabilitat eine
Metastasenresektion mit vor- bzw. nachgeschaltener medikamentoser Tumor-

und/oder Antikdrpertherapie erfolgen.



1.1.7. Nachsorge

Eine strukturierte Nachsorge zur Detektion von lokalen Rezidiven und
Fernmetastasen sowie zur Verbesserung der Lebensqualitdt wird in den
aktuellen Leitlinien nach einem klaren Schema empfohlen (9). Nach RO-
Resektion im UICC-Stadium Il und [l sind regelmallige

Nachsorgeuntersuchungen in Intervallen wie in Tabelle 5 beschrieben, indiziert.

Gesonderte Empfehlungen ergehen fur Patienten im Tumorstadium UICC I: Nach
RO-Resektion ist eine rein koloskopische Nachsorge empfohlen. Diese sollte
postoperativ nach einem Jahr und bei unauffalligem Befund alle 5 Jahre erfolgen.
Des Weiteren ist nach R2-Resektion und somit palliativer Situation eine
strukturierte Nachsorge wie in Tabelle 5 genannt nicht erforderlich. Nach
kurativer Metastasentherapie im UICC-Stadium IV gelten dagegen die
empfohlenen Nachsorgeintervalle.

Tabelle 5. Nachsorgeschema gemal aktueller S3-Leitlinie

Untersuchung Monat

3|6 |9 12|15 |18 | 21 |24 | 36 |48 |60
Anamnese, X X X X X X | X
korperl.  Unters.
CEA
Koloskopie Xt X? X2
Sono Abdomen X X X X X X | X
Sigmoidoskopie X X X X
(Rektoskopie)®
CT Thorax/ | X
Abdomen?*
Rontgen Thorax® X X | X [X |X

lwenn préaoperativ keine vollstandige Koloskopie erfolgt ist
2bei unauffalligem Befund alle 5 Jahre

3nur beim Rektumkarzinom ohne neoadjuvante oder adjuvante Radiochemotherapie



“nur beim Rektumkarzinom 3 Monate nach Abschluss der tumorspezifischen Therapie
(Operation bzw. adjuvante Strahlen-/Chemotherapie) als Ausgangsbefund

Snur beim Rektumkarzinom



1.2. Tumor-infiltrierende Lymphozyten und Immunoscore

Das TNM-Staging-System des American Joint Committee on Cancer / Union
Internationale Contre le Cancer (AJCC / UICC) ist traditioneller Standard zur
Klassifikation und zur Beurteilung hinsichtlich Behandlung und prognostischer
Einschéatzung von kolorektalen Karzinomen. Es umfasst die Ausdehnung des
Primartumors (T), das Vorhandensein regionaler Lymphknotenmetastasen (N)
sowie das Vorhandensein von Fernmetastasen (M) (10). Allerdings hat die
derzeitige Klassifizierung nur eine begrenzte Aussagekraft bezuglich einer
genauen Uberlebensprognose sowie eines Ansprechens auf die angewandte
Therapie (20, 21). Daher werden verstarkt weitere Madglichkeiten zur
Klassifizierung und zur Unterscheidung verschiedener Subtypen von Darmkrebs
geprift.

So haben sich unter anderem mehrere Studien mit dem immunologischen Milieu
und der Immunantwort des Wirts gegen Krebszellen beschaftigt und konnten
zeigen, dass die Zusammensetzung, Dichte und Lokalisation des In-situ-
Infiltrates von Immunzellen in Tumoren einen bedeutenden prognostischen
Einfluss hat (22-25). Immuninfiltrate sind nicht nur zwischen einzelnen
Tumorarten sehr heterogen sondern divergieren auch von Patient zu Patient.
Zytotoxische T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen spielen eine tragende Rolle in
der Beseitigung von Tumorzellen, wahrend andere Populationen wie
regulatorische T-Zellen (Tregs) und myeloide Suppressorzellen die Antitumor-
Immunantwort dampfen und somit malignes Zellwachstum und Gewebeinvasion
foérdern kbnnen (26, 27).

Doch nicht nur in kolorektalen Karzinomen sondern auch in anderen Arten von
Tumoren wie Melanomen, Brust-, Urothel-, Speiseréhren-, Nieren-, Prostata-
oder Pankreaskarzinomen wird eine hohe T-Zell-Infiltration mit einem besseren
klinischen Outcome in Verbindung gebracht (27). Ebenso kann der Immunoscore
Aufschluss Uber das Ansprechen auf eine Therapie geben: So zeigte sich bei
Patienten mit kolorektalem Karzinom mit Lebermetastasen und einer hohen

CD8+-Infiltration ein besseres Ansprechen auf eine Chemotherapie (28).

10



Weitreichende Studien beschaftigten sich ausgiebig mit dem Immunfiltrat in
Krebszellen und etablierten einen sogenannten "Immunoscore"”. Dieser basiert
auf der Quantifizierung (Zellen/mm?2) von zwei Lymphozyten-Populationen (in
erster Linie CD3+- und CD8+-Lymphozyten) im Zentrum und an der
Invasionsfront des kolorektalen Karzinoms und der Erstellung eines

Gesamtscores im Bereich von Immunoscore 0 (10) bis Immunoscore 4 (14) (29).

Mehrere Arbeiten konnten zeigen, dass der Immunoscore als zuséatzlicher
Prognosefaktor fiir das krankheitsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben
eine tragende Rolle bei kolorektalen Karzinomen einnimmt und der bestehenden
AJCC/UICC-TNM-Klassifizierung sogar teilweise tberlegen ist (30). Die jungsten
Ergebnisse einer grof3angelegten Studie mit mehr als 2600 Patienten mit einem
Kolonkarzinom Stadium I-1ll, deren Immuninfiltrat als Immunoscore quantifiziert
wurde, zeigten, dass der Immunoscore einen grof3eren prognostischen Wert
aufweist als das pT-Stadium, das pN-Stadium, die lymphovaskulare Invasion, die
Tumordifferenzierung und der MSI-Status. Die prognostische Wertigkeit durch
das TNM-Staging wurde durch Hinzunahme des Immunoscores (TNM+I)
verbessert (31).

All diese Ergebnisse unterstitzen die Implementierung eines Immunoscores als
neuen Bestandteil einer TNM-Immunklassifikation von malignen Tumoren (32,
33).

11



1.3. Indoleamin-2,3-Dioxygenase (IDO)

1.3.1 Eigenschaften und Expression

Die essentielle Aminosaure Tryptophan wird von allen Lebensformen fir die
Proteinsynthese bendtigt und dient als Vorstufe des biogenen Amins Serotonin
sowie des epiphysaren Hormons Melatonin (34). Uber eine Stoffwechselkaskade
wird L-Tryptophan (Trp) zu L-Kynurenin (Kyn) abgebaut. Der erste und
geschwindigkeitsbegrenzende Schritt dieses Katabolismus wird von drei
verschiedenen Enzymen erbracht: Indoleamine-2,3-Dioxygenase (IDO1),
Indoleamine-2,3-Dioxygenase 2 (IDO2) und Tryptophan-2,3-Dioxygenase 2
(TDO) (35-37). In dieser Arbeit liegt das Hauptaugenmerk auf IDO 1.

IDO1 wird von dem Indoleamine-2,3-Dioxygenase-Gen codiert. Dieses enthélt 10
Exonen und ist beim Menschen auf Chromosom 8 lokalisiert. IDO1 hat ein
molekulares Gewicht von 45 kDa (38, 39). Die Gentranskription wird von
verschiedenen Entziindungsmediatoren wie beispielsweise Interferon-y (IFN-y),
Lipopolysacchariden (LPS) und Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) reguliert (40).
Im Bereich der IDO-Promoterregion vermitteln spezifische Sequenzen wie ISRE
(interferon stimulated response element) und GAS (interferon-gamma activated
sequence) seine Aktivierung (41). Eine Hochregulierung des IDO1-Gens findet
sich in vielen verschiedenen Arten von Geweben und zellularen Untergruppen,
wie beispielsweise in der Plazenta wahrend der Schwangerschaft, wahrend einer
Infektion, nach Transplantation, bei Autoimmunitat und in Karzinomen (42-45).

IDO1 wird hauptséachlich von drei verschiedenen Zelltypen exprimiert: Myeloiden
Zellen, vor allem Antigen-prasentierende Zellen (APC) wie dendritische Zellen
(DC) und Makrophagen, sowie Endothelzellen und Tumorzellen. Die IDO1-
Expression wurde fir jeden dieser Zelltypen bereits einzeln berichtet (46). Die
verschiedenen IDO1l1-exprimierenden Zellen kénnen je nach Gewebeart auch
koexistieren und ihr Anteil zudem je nach Gewebe oder auch Tumor stark

variieren (46).
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1.3.2. IDO1 und seine Rolle als Immunregulator

IDOL1 ist einer der Regulierungsmechanismen, die zur Immunsuppression und
Immuntoleranz in verschiedenen Gewebearten beitragen. Ein
immunregulatorisches Potential von IDO1 wurde erstmals in einem Mausmodell
gezeigt. Die Behandlung von schwangeren Mausen mit einem IDO1-Blocker (1-
D,L-Methyl-Tryptophan) resultierte in einem Abort, vermutlich durch eine T-Zell-
vermittelte Absto3ung des (semi-)allogenen Embryos. Die Schlussfolgerung der
Autoren lautete, dass eine Hemmung von IDO1 in der Schwangerschaft den
fetalen Schutz gegen eine miitterliche Immunabstol3ung aufhebt und in einem
Abort resultiert (47).

Die durch IDO1-vermittelte Immunmodulation hangt mit dessen Schisselposition
im  Tryptophanmetabolimus zusammen. |IDO1 Kkatalysiert den initialen,
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des oxidativen Katabolismus von
Verbindungen, die Indolringe enthalten, einschlie3lich Tryptophan (Trp) und 5-
Hydroxytryptamin (5-HT). Zellen, die IDO1-Gene exprimieren, depletieren Trp
und erzeugen bioaktive Kataboliten, sogenannte Kynurenine (Kyn). Zusatzliche
Enzyme bauen Kyn weiter ab und erzeugen Kataboliten wie Kynurensaure (KA),
3-Hydroxyanthranilsdure (HAA), Chinolinsaure (QA) und Niacin (48).

Demnach moduliert und unterstitzt IDO1 eine immunsuppressive Umgebung
uber zwei wesentliche Mechanismen: 1. eine Tryptophandepletion und damit
einhergehenden Trypthophanmangel und 2. den vermehrten Anfall von
Tryptophan-Abbauprodukten (Kyn) (Abbildung 1). Einige Immunzellen reagieren
auf die Trp-Depletion und die Akkumulation von Kyn-Kataboliten. So fuhrt ein
Abfall der Trp-Konzentration unter anderem zu einem Anstieg an unbeladener
Transfer-RNA (tRNA), der wiederum eine vermehrte Aktivierung einer
Stresskinase GCN2 (general control non-derepressible 2) nach sich zieht.
Aktiviertes GCN2 kann letztlich in Zellzyklusarrest, T-Zell-Proliferationshemmung
und Apoptose enden (49-53).

Doch nicht nur ein Mangel an Tryptophan sondern auch der vermehrter Anfall

von Trp-Abbauprodukten spielt eine Rolle in der IDO1l-vermittelten
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Immunsuppression. So ist das oben bereits erwahnte Kynurenin ein Ligand des
Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR); ein zusammenfassend immunosuppressiv
wirkender Transkriptionsfaktor, dessen Aktivierung unter anderem zu einer
Differenzierung von T-Effektor-Zellen in regulatorische T-Zellen und einer

veranderten Immunogenitat von dendritischen Zellen fihren kann (54-56).

APCs
Tumar- Endothel-
zellen - Zellen
D01
Mangel an -
Tryptophan Kynurenine
tRMA-Anstieg Ah-Rezeptor
GCM2Z-
Aktivierung

}

T-Zellzyklusarrest, T-Zellproliferationshemmung,
T-Zelldifferenzierung, Apoptose

Abbildung 1. Modulierung der Immunantwort durch IDO1. Zu den IDO1-
exprimierenden Zellen gehéren Tumorzellen, Antigen-prasentierende Zellen (APCs) und
Endothelzellen. Durch die verstarkte Anwesenheit von IDO1 kommt es einerseits zu
einem Mangel an Tryptophan, andererseits zu einer Akkumulation von Tryptophan-
Abbauprodukten (Kynurenine). Beide Mechanismen fihren zu einer Unterdriickung der
angeborenen und adaptiven Immunitat und férdern tolerogene Reaktionen.
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1.3.3. IDO1-Expression in Tumoren

Ein entscheidender Durchbruch in Bezug auf die physiologische Bedeutung des
Tryptophan-Katabolismus fand 1998 mit der wegweisenden Arbeit von Munn,
Mellor und ihren Kollegen statt, die IDO als einen Mechanismus der T-Zell-
vermittelten Immunsuppression wahrend der Schwangerschaft identifizierten
(47). Im Verlauf folgten =zahlreiche weitere Studien, die sich mit der
immunmodulierenden Rolle von IDO1 in Tumoren beschéaftigten und dessen
Rolle als einer der potenziellen Schllsselspieler der Immunevasion bei Krebs

beim Menschen diskutierten.

So beschaftigten sich Theate et al. in einer umfangreichen Studie detailliert mit
dem Auftreten und der von Gewebe zu Gewebe unterschiedlichen Verteilung von
IDO1-exprimierenden Zellen (in erster Linie myeloiden Zellen, Endothelzellen
und Tumorzellen) und beschrieben eine Uberexpression von IDO1 vor allem in
Endometriumkarzinomen, Cevixkarzinomen und Melanomen; aber auch in
Tumoren des Gastrointestinaltraktes wie dem Osophaguskarzinom, dem
kolorektalen Karzinom und Magenkarzinomen (46).

Normalerweise steht IDO1 unter der Kontrolle des Tumorsuppressors Binl (57,
58), eines der am haufigsten abgeschwachten Gene bei menschlichen Tumoren
(59-62). Die IDO1-Erhdhung in Krebszellen kann daher direkt auf eine Stérung
einer Tumorsuppressorfunktion zurtickgefiihrt werden, fir die wahrend des
malignen Fortschreitens eine starke Selektion zu bestehen scheint (61).

Eine weitere Forschungsgruppe berichtete Gber eine hemmende Wirkung von
IFN-y auf die Proliferation von Krebszellen, die durch Tryptophanentzug Utber die
enzymatische IDO1-Aktivitat vermittelt wird (63).

Uyttenhove et al. beschrieben eine IDO-Expression in einer Vielzahl an
unterschiedlichen menschlichen Tumorarten und postulierten zudem, dass die
Blockade der IDO-Aktivitat durch die Gabe des pharmakologischen IDO-
Inhibitors 1-Methyltryptophan (1-MT) zu einer verringerten Tumorproliferation
fuhrt (45). Zu einem &hnlichen Ergebnis kamen Friberg et. al, die in vivo bei
Mé&ausen nach Injektion von LLC-Zellen (lewis lung carcinoma-Zellen) und Gabe

des IDO-Inhibitors 1-MT ein geringeres Tumorwachstum und eine gesteigerte T-
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Zell-Aktivitat beobachteten (64). Jedoch konnte durch eine reine IDO1-Inhibition
kein vollstandiger Tumorregress erreicht werden. In Kombination mit diversen
Chemotherapeutika lie3 sich der Effekt jedoch deutlich steigern. So
beobachteten beispielsweise Muller et al. eine Tumorregression in T-Zell-
kompetenten Mausen nach der Gabe von 1-MT in Kombination mit einer
Chemotherapie und zeigten so einen weiteren mdoglichen therapeutischen
Nutzen einer Inhibition von IDO1 auf (58, 65).

Zahlreiche Autoren beschreiben in ihren meist auf immunhistochemischen
Farbungen basierenden Studien eine positive Korrelation zwischen einer hohen
IDO1-Expression und einem Tumorprogress. In der Mehrzahl der Studien, unter
anderem bei Patientin mit Endometriumkarzinom (66, 67), Ovarialkarzinom (68),
kolorektalem Karzinom (69) oder Nasopharynxkarzinom (70) hatten die Patienten
mit einer hohen IDO1-Expression im Tumor oder Tumor-umgebenden Stroma
ein verringertes Gesamtiiberleben bzw. krankheitsfreies Uberleben. Doch gibt es
auch Studien, die eine genau gegensatzliche Korrelation aufzeigen. So
beschreibt Riesenberg et al. ein verbessertes Gesamtuberleben bei Patienten
mit Nierenzellkarzinom und hohem IDO1-Anteil in Endothelzellen (71). Auch in
einer Studie von Ishio et al. an hepatozellularen Karzinomen weisen Patienten

mit hohem IDO1-Anteil ein prolongiertes progressionsfreies Uberleben auf (72).

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass es zwar eine Korrelation
zwischen IDO1-Expression und einem Tumorprogress zu geben scheint; der
kausale Zusammenhang kann jedoch nicht durch diese korrelativen
Beobachtungen erklart werden. So scheint IDO1 Uber eine Suppression von T-
Zellen die Immunantwort zu unterdriicken. Andererseits zeigen einige der
Karzinome aber auch eine bessere Prognose im Zusammenhang mit IDO-
positiven infiltrierenden T-Lymphozyten. Die exakte Rolle von Indoleamine-2,3-
Dioxygenase ist daher im weiten Feld der bislang getatigten Studien immer noch

nicht endgultig geklart.
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1.3.4 Der Tryptophan-Katabolismus als Angriffspunkt fir neue Therapien

Eine Vielzahl an verschiedene Tumoren exprimiert IDO1 und schafft es auf diese
Weise, der Immunabwehr zu entgehen. Folglich scheint eine Inhibition von IDO1
ein vielversprechender Ansatz zu sein, was die Entwicklung neuer, gezielter
Immuntherapien angeht. Aktuell gibt es daher mehrere klinische Studien, in
denen der Nutzen einer IDO1-Inhibition als Monotherapie oder in Kombination
mit anderen Wirkstoffen auf ihren potenziellen synergistischen Wert untersucht
wird.

Einer der ersten entdeckten Inhibitoren des IDO-Signalwegs war 1-Methyl-
Tryptophan (1-MT), das in zwei Stereoisomeren existiert: Das L-Isomer (1-L-MT)
ist der starkere Inhibitor von IDO1, wohingegen das D-Isomer (1-D-MT,
Indoximod) zwar eine hohere IDO2-Selektivitat zeigt, aber dennoch eine
signifikant hohere Antitumoraktivitat aufweist, indem es die T-Zellfunktion
umkehrt, mit Chemotherapeutika synergisiert (73) und zudem als indirekter
Inhibitor des IDO1-Signalwegs die durch Tryptophan-Depletion induzierte
MTORC1-Inhibition umkehrt (53, 74). In einer Phase-I-Studie mit 48 Patienten
mit therapierefraktdren, fortgeschrittenen Malignomen zeigte sich eine gute
Vertraglichkeit von Indoximod. Zudem wurden finf Falle mit einem Stable
Disease von mehr als sechs Monate beobachtet (73).

Ein weiterer, oral verfugbarer IDO1-Inhibitor, dem aktuell das Hauptinteresse
zahlreicher Studien gilt, ist Epacadostat. Epacadostat erhdhte in vitro die T-/ NK-
Zellproliferation und die IFN-y-Produktion und unterdriickte regulatorische T-
Zellen (Tregs). In vivo unterdriickte Epacadostat auch das Tumorwachstum bei
immunkompetenten, jedoch nicht bei immundefizienten Mausen (75). Als
Monotherapie zeigte sich in einer Phase-I-Studie bei Patienten mit soliden
Tumoren ebenso wie bei Indoximod als bestes Ergebnis lediglich ein Stable
Disease bei 18 von 52 Patienten (76).

Bei im Einsatz der beiden IDO1-Inhibitoren als Monoagent eher Uberschaubaren

Ergebnissen, konzentrierten sich weitere Studien auf die Kombination einer IDO-

Inhibition mit bereits etablierten Chemotherapeutika. Vor allem Checkpoint-
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Inhibitoren wie PD1-Inhibitoren (Pembrolizumab, Nivolumab), CTLA-4-
Antikorpern (Ipilimumab) oder PD-L1-Antikorpern (unter anderem Atezolizumab)
dienen als interessante Kombinationspartner. So zeigte beispielsweise die
Kombination von Indoximod und Pembrolizumab bei Melanompatienten eine
ebenso gute Remissionsrate wie durch die bereits etablierten Wirkstoffe
Nivolumab und Ipilimumab; jedoch ohne ausgepragte Nebenwirkungen (77). In
einer anderen Phase-ll-Studie bei Patienten mit metastasiertem
Prostatakarzinom fiihrte die gleichzeitige Anwendung von Indoximod nach
Impfung der Patienten mit Sipuleucel-T (Impfstoff gegen dendritische Zellen) zu
einer zweifachen Verlangerung des Patientenlberlebens (78). Im Gegensatz
dazu ergab in zwei weiteren Phase-II-Studien mit mehr als hundert Patienten mit
metastasiertem Pankreaskarzinom und 169 Patienten mit metastasiertem
Brustkrebs die gleichzeitige Anwendung von Indoximod kaum oder keinen
statistisch signifikanten Unterschied in Bezug auf das progressionsfreie
Uberleben oder das Gesamtiiberleben (74, 79, 80).

Die Kombination von Epacadostat mit Checkpoint-Inhibitoren (CPI) im Rahmen
der ECHO 202 und -204 Studien klingt erfolgsversprechend: So zeigten
Patienten mit unterschiedlichen Arten von Karzinomen in der Kombination eines
CPI mit Epacadostat bessere Uberlebensraten als in der Monoanwendung eines

CPls, bei vergleichsweise weniger Nebenwirkungen (81-85).

Uberraschenderweise zeigten die jiingsten Ergebnisse der ECHO-301-Studie,
der ersten groB3en Phase-3-Studie, dass Epacadostat bei Patienten mit
metastasiertem Melanom als zusatzlicher Agent zum PD1-Inhibitor
Pembrolizumab keinen wesentlichen Vorteil mit sich bringt (86). Basierend auf
den negativen Ergebnissen der ECHO 301-Studie sowie auch in der
Pankreaskrebs-Kohorte von ECHO-203 wurden mehrere Versuche mit dem IDO-

Inhibitor Epacadostat abgebrochen (87).
Weitere Studien beschéftigen sich aktuell mit neuen Kombinationsmaoglichkeiten,

wie beispielsweise die Verknupfung einer Strahlentherapie mit Epacadostat bei

Lymphompatienten (88) oder die Integration von Peptid-Impfstoffen und Anti-

18



Angiogenese-Wirkstoffen (89). In Bezug auf die Entwicklung von IDO1-Peptiden
als Impfstoffe haben bereits Andersen et al. gezeigt, dass IDO1 von bestimmten
CD8-T-Zellen erkannt wird und diese T-Zellen wiederum IDO1-exprimierende
Tumorzellen erkennen und téten kénnen (90). In einer Phase-I-Studie bei
Patienten mit fortgeschrittenem Lungenkrebs konnte durch IDO1-
Peptidimpfstoffe eine Stabilisierung der Krankheit erreicht werden (91).

Zusammenfassend sind in den vergangenen Jahren zahlreiche neue Ansatze zur
IDO1-Inhibition in Studien untersucht worden. Das Hauptaugenmerk liegt dabei
vor allem auf oralen IDO1-Inhibitoren wie Epacadostat, die zwar im Einsatz als
Monoagent nur wenige Vorteile aufweisen, aber in Kombination mit Checkpoint-
Inhibitoren fur ein besseres Tumoransprechen zu sorgen scheinen — wenn auch
die erste grof3e Phase-lll-Studie bei Melanompatienten eher enttauschende
Ergebnisse hervorbrachte. Weitere Forschungen in Kombination mit anderen
synergistischen Wirkstoffen werden flr die Zukunft der IDO-Inhibitoren auf dem

Gebiet der Immuntherapie von entscheidender Bedeutung sein.
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

Jahrlich versterben weltweit 500.000 Patienten an den Folgen eines kolorektalen
Karzinoms. In Deutschland stellt es die zweithaufigste Krebserkrankung dar.
Prognoseeinschatzung und Therapieplanung richten sich seit vielen Jahren nach
traditionellen Klassifikationen und Staging-Systemen. Fraglich bleibt, ob diese
die Komplexitdt der Tumorbiologie erfassen. Demnach liegt ein
wissenschaftlicher Fokus in der Erforschung der Rolle des Immunsystems in der
Pathogenese kolorektaler Karzinome. Zudem erlangen immunologische
Parameter (z.B. Mikrosatellitenstabilitdt) zunehmend Einfluss als prognostische
Faktoren. Gerade beim kolorektalen Karzinom konnte ein klar definierter
Immunoscore prognostisch die TNM-Klassifikation tberragen und steht kurz
davor, in die Klassifikation des kolorektalen Karzinoms mitaufgenommen zu
werden. Hinsichtlich der prognostischen Wertigkeit einer IDO1-Expression in
Malignomen und vor allem beim kolorektalen Karzinom herrscht Uneinigkeit. In
Bezug auf neoadjuvant behandelte Malignome gibt es bislang keine
Untersuchungen.

Das Ziel dieser Arbeit ist es daher, eine mogliche prognostische Rolle einer IDO1-
Expression und/oder CD8 T-Zell-Infiltration in Tumorproben von Patienten mit
einem lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom nach neoadjuvanter
Radiochemotherapie zu evaluieren. Des Weiteren gilt es herauszufinden, ob
Korrelationen zwischen IDO1l-exprimierenden und CD8-positiven Zellen mit
klinisch-pathologischen Parametern bestehen. Abschlie3end soll der Einfluss
einer IDO1- und/oder CD8-Expression auf das tumorfreie bzw.-

Gesamtiberleben der Patienten untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Patienten

Alle gefarbten und untersuchten Praparate stammen von Patienten mit einem
histologisch gesicherten lokal fortgeschrittenen Adenokarzinom des Rektums
(LARC) im mittleren und unteren Drittel (uT3/uT4 uN-/+, uT1-uT4 uN+), die
zwischen 2009 und 2015 am Universitatsklinikum Wirzburg operiert wurden.
Eingeschlossen wurden nur jene Patienten, die vor der Tumorresektion (Low-
anterior-Resektion des Rektums mit totaler mesorektaler Exzision) eine
neoadjuvante Langzeit-Radiochemotherapie (RCTx, 1,8 - 2 Gy Einzeldosis bis
45 — 50,4 Gy Gesamtdosis kombiniert mit oralem Capecitabin oder infusionalem
5-Fluoruracil) bekommen hatten. Die Operation erfolgte im Anschluss nach etwa
sechs bis acht Wochen. Des Weiteren wurden nur jene Patienten
eingeschlossen, die bei Diagnosestellung keine Fernmetastasen aufwiesen und
RO-reseziert wurden.

Alle Patienten wurden eingehend korperlich untersucht. Das lokale Staging
erfolgte mittels starrer Endoskopie plus endorektaler Sonographie sowie eines
MRT des Beckens. Zum Nachweis von Fernmetastasen wurden CT-Aufnahmen
von Thorax und Abdomen erstellt. Die entsprechenden Patientendaten wie
beispielsweise  Alter, Geschlecht, Body-Mass-Index  (BMI)  oder
Tumorcharakteristiken sowie Behandlungsmerkmale wie Therapieregime, OP-
Verfahren und histologische Einteilungen sowie Follow-Up-Daten wie
Rezidivfreies- und Gesamtiberleben wurden retrospektiv aus Patientenakten
und dem umfassenden Register des Comprehensive Cancer Center der
Universitatsklinik Wdurzburg erhoben. Die histologische Einteilung der
kolorektalen Karzinome wurde durch Mitarbeiter des Pathologischen Instituts der
Universitatsklinik Wirzburg vorgenommen. Die Tumorklassifizierung erfolgte
entsprechend der UICC- und TNM-Klassifikation fir kolorektale
Adenokarzinome. Die Nachuntersuchung der Patienten wurde gemald den
nationalen S3-Leitlinien durchgefihrt (9).

Zu Beginn ergab sich so ein Kollektiv von 106 Patienten. Insgesamt 15 Patienten,
deren Tumorpréparate nach Resektion als ypTO (vollstandige Tumorregression)
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klassifiziert wurde, wurden als gesondertes Kollektiv betrachtet (siehe Kapitel
3.7). Zudem mussten aufgrund qualitativ ungenigender CD8+-Farbung
nochmals sieben Praparate von der immunhistochemischen Bewertung
ausgeschlossen werden. Fir die statistischen Berechnungen beziglich
Uberlebenskurven (Kaplan-Meier-Kurven) und der Cox-Proportional-Hazard-
Modelle wurden zudem alle Falle mit einem ungenigenden Follow-Up von

weniger als einem Jahr ausgeschlossen (Abbildung 2, Flussdiagramm).

Alle durchgefuhrten Verfahren entsprachen den Standards des institutionellen
Ethikkomitees und der Erklarung von Helsinki von 1964 und ihren spateren
Anderungen. Die Genehmigung der Studie wurde zuvor bei der Ethikkommission
der Medizinischen Fakultat der Universitat Wirzburg (Referenznummer 34/16)

eingeholt. Alle Patienten haben schriftlich ihre Einwilligung erteilt.
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Abbildung 2. Flussdiagramm zur Veranschaulichung der Studienpopulation. Aus
einem Grundkollektiv von 106 Patienten wurden Praparate mit einer qualitativ
unzureichenden immunhistochemischen Farbung aussortiert. Patienten mit einem ypTO-
Tumor (15 Falle) wurden von der Gesamtauswertung ausgeschlossen und sind nur in
der Betrachtung der CD8+-Infiltration im stromalenTumorzentrum enthalten. Falle mit
ungeniigendem Follow-Up flossen nicht in die Berechnungen zum Uberleben mit ein.

23



2.1.2. Gerate
Kihlplatte (Leica)

Heizbad (Medax)

Schlittenmikrotom (HN 40, Reichert-Jung)
Objekttrager-Schnelltrockner (TDO Sahara, Medite)
Vortexer (L46, Labinco)

Dampfkochtopf (WMF)

Heizplatte (A.Hartenstein)

Folieneindeckautomat (Tissue-Tek, Sakura)
Lichtmikroskop (BX 50, Olympus)

Pipettierautomat (Freedom EVO, Tecan)

2.1.3. Haufig verwendete Materialien

Mikrotommesser (R35, Feather)

Mikrotom6l (Engelbrecht)

Objekttrager (Super Frost Plus, R.Langenbrinck)

Handschuhe (TouchNTuff Robust Nitrile 92-600, Ansell)
Coverplates (Shandon Coverplate, Thermo Scientific)
Reagiergefald (1,5ml, Sarstedt)

Pipetten (0,1-2,5 ul, 20-200 pl, 100-1000 pl, Eppendorf)
Pipettenspitzen (2,5 pl, 200 pl, 1000 pl, Sarstedt, Typ Eppendorf)

Folie Eindeckautomat (KP Tape, Klinipath)
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2.1.4. Chemikalien und biologische Reagenzien

Freezing Spray (Leica)

Xylol (Pathologisches Institut Wiirzburg)

Citronensaure CS 6,0 (Pathologisches Institut Wirzburg)
PBS-Puffer (pH 7,4, Pathologisches Institut Wirzburg)
Ethanol (Pathologisches Institut Wirzburg)

Hamalaun nach Meyer (Pathologisches Institut Wiirzburg)

2.1.5. Kits und Antikorper
Advance™ HRP Detection Kit (K4068) von Dako

(Dako Advance HRP Link + Dako Advance HRP Enzyme)
EnVision™ FLEX DAB+ Substrate Chromogen System von Dako

(Dako EnVision FLEX DAB+Chromogen + Dako EnVision Flex Substrate
Buffer)

anti-CD8-Antikorper (Clone C8/144B, Dako, Verdiunnung 1:80)
anti-CD1a-Antikorper (Clone 010, Santa Cruz, Verdinnung 1:100)
anti-CD163-Antikorper (Clone 10D6, Leica Biosystems, Verdinnung 1:200)

anti-CD5-Antikorper (Clone 4C5, Leica Biosystems, Verdinnung 1:100)

anti-IDO-Antikoérper (Anti-Human IDO Purified, VINC3IDO Antikérper,
0,5mg/mL, Mouse IgG2b, kappa, eBiosience, Verdinnung 1:1000)
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2.2. Methoden

2.2.1. Aufarbeitung des Patientenmaterials

Entsprechend géangiger Methoden werden Tumorpraparate nach ihrer Resektion
in gepuffertem Formaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet im Pathologischen
Institut der Universitatsklinik Wirzburg aufbewabhrt.

Zur immunhistochemischen Auswertung wurden mit dem Mikrotom 4 um dinne
Schnitte der Tumorpraparate angefertigt und anschliel3end fur eine Stunde im
Brutschrank bei 56°C getrocknet. Danach wurden die Schnitte Gber Nacht in Xylol
entparaffiniert und anschlief3end in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 90%,

80%, 70%) rehydriert und dann nochmal mit Aqua dest. gesplilt.

2.2.2. Immunhistochemische Féarbung (CD8+)

Zur Vorbereitung auf die Farbung wurden alle entparaffinierten und rehydrierten
Schnitte in Citronensaure (CS 6,0) bei 118-124°C in einem handelsublichen
Dampfkochtopf fir 10 Minuten gekocht und anschlie3end in Aqua dest. gekuhlt.
Die Antikorperfarbung erfolgte mittels einer halbautomatischen Farbemaschine
(Tecan, Freedom EVO) nach standardisierten Protokollen unter Hinzuziehung
des Advance™ HRP Detection Kit (K4068) von Dako und des EnVision™ FLEX
DAB+ Substrate Chromogen System zur Visualisierung. Als Antikdrper diente ein
monoklonaler Anti-CD8+-Antikorper (Clone C8/144B, Dako, Verdinnung 1:80).
Stichprobenartige wurden zur besseren Quantifizierung der IDO1-Farbung
zudem einige Exemplare mit weiteren monoklonalen CD-AntikGrpern gefarbt.
Verwendet wurden dabei ein monoklonaler anti-CD1a-Antikorper (Clone O10,
Santa Cruz, Verdunnung 1:100), ein monoklonaler anti-CD163-Antikérper (Clone
10D6, Leica Biosystems, Verdinnung 1:200) und ein monoklonaler anti-CD5-
Antikdrper (Clone 4C5, Leica Biosystems, Verdinnung 1:100).

Zum Abschluss wurden alle Préaparate fur 3 Minuten mit Hamalaun nach Meyer
gegengefarbt, anschlieBend fur 10 Minuten gewdassert, kurz in Alkohol (100%
Ethanol) geschwenkt, flr 25 Minuten im Brutschrank bei 56°C getrocknet und die

Objekttrager abschlieRend mittels eines Eindeckautomaten eingedeckelt.
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2.2.3. Immunhistochemische Farbung (IDO)

Ebenso wie bei der CD8+-Farbung wurden als erster Schritt alle entparaffinierten
und rehydrierten Praparate zur Vorbereitung in Citronensaure (CS 6,0) bei 118-
124°C in einem handelsuiblichen Dampfkochtopf fir 10 Minuten gekocht und
anschlieBend in Aqua dest. gekuhlt. Fur die anschlieende manuelle
immunhistochemische Farbung zur Detektierung der IDO1-Expression wurde
ebenfalls das Advance™ HRP Detection Kit (K4068) von Dako und das
EnVision™ FLEX DAB+ Substrate Chromogen System benutzt. Als
Primarantikorper diente ein gereinigter monoklonaler IDO-Antikdrper (VINC3IDO
Antikorper, Mouse 1gG2b, kappa, eBiosience, Verdinnung 1:1000), der mit IDO1
reagiert, aber keine Kreuzreaktion mit IDO2 aufweist. Als positive Kontrolle wurde
normale Plazenta verwendet. Negative Kontrollen umfassten das Weglassen von
primérem IDO1-Antikdrper auf Plazenta-Duplikat entsprechend
vorangegangener Studien (46).

Als ersten Schritt der Farbung wurden alle Objekte fir 7 Minuten mit einem PBS-
Puffer (phosphate buffered saline-Puffer) gewaschen, um dann fur 1 Stunde mit
dem Primé&rantikorper inkubiert zu werden (Verdiinnung mit DAKO Real Antibody
Diluent, 1:1000). Nach einem weiteren 7-minitigen Waschgang mit PBS erfolgte
die Hinzugabe des Sekund&rantikbrpers (DAKO Advance HRP Link) fur 30
Minuten. Nach erneutem Waschen mit PBS fir 7 Minuten wird das Enzym (DAKO
Advance HRP Enzyme) fur 30 Minuten hinzugegeben. Es folgten ein 7-minttiger
Waschgang mit PBS-Puffer und die Hinzugabe des DAB EnVision™ FLEX DAB+
Substrate Chromogen System fir 10 Minuten. Erneutes Waschen fur 7 Minuten
mit PBS.

Zum Abschluss erfolgte wie auch bei CD8+-Farbung die Gegenfarbung mit
Hamalaun nach Meyer fur 3 Minuten, anschlieend wurden die Objekttrager fur
10 Minuten gewassert, kurz in Alkohol (100% Ethanol) geschwenkt, fur 25
Minuten im Brutschrank bei 56°C getrocknet und die Objekttrager abschlieRend

mittels eines Eindeckautomaten eingedeckelt.
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Um die Verwertbarkeit der gefarbten Préaparate zu gewahrleisten, wurden alle
Praparate nach der Farbung unter dem Lichtmikroskop (Olympus BX 50)
begutachtet.

Tabelle 6. Arbeitsprotokoll Immunhistochemische IDO1-Farbung

Entparaffinieren in Xylol Uber Nacht

Rehydrierung in absteigender durch die Reihen ziehen bis
Alkoholreihe (100%, 90%, 80%, Schnitte klar

70%)

Spulen in Aqua dest. 1 min

Vorbehandlung im Dampftopf 10 min

(CS 6,0) bei 118-124°C

Abkuhlung in Aqua dest. 1 min

Farbung:

1. Primar-AK (Verdinnung mit | 1h
DAKO Real Antibody
Diluent 1:1000)

Spulen in PBS 7 min
2. Dako Advance HRP Link 30 min
Spulen in PBS 7 min
3. Dako Advance HRP 30 min
Enzyme
Spulen in PBS 7 min
4. DAB EnVision™ FLEX 10 min

DAB+ Substrate
Chromogen System
Spulen in PBS 7 min

Gegenfarben mit Hamatoxylin 3 min

Wassern (in flieRendem Wasser) 10 min

kurz in Alkohol tauchen,
dann Trockenschrank 25 min

Eindecken mit Automat
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2.2.4. Immunhistochemische Auswertung von CD8+-Lymphozyten

Die Auswertung der immunhistochemischen CD8+-Farbung erfolgte orientierend
an vorangegangenen Studien (24, 25, 92) semiquantitativ unter dem
Lichtmikroskop (Olympus BX 50) an drei verschiedenen Lokalisationen: dem
Stroma an der Tumorinvasionsfront, dem Stroma im Tumorzentrum und im
Tumorepithel (intraepitheliale Expression). Als Invasionsfront gilt dabei die Stelle,
an der der Tumor am tiefsten ins Gewebe eindringt, als Zentrum gilt der Bereich,
der mit deutlichem Abstand zur Invasionsfront und dem Lumen liegt (Abbildung
3).

An allen drei Lokalisationen wurden mindestens drei repréasentative Stellen
begutachtet (High Power Fields, HPF), 40-fache Objektivvergrof3erung) und
basierend auf der Anzahl der infiltrierenden CD8+-Lymphozyten fir jede
Lokalisation eine Einteilung der Praparate wie folgend vorgenommen: Fir das
Stroma an der Invasionsfront und im Tumorzentrum galt hierbei 1= keine oder
niedrige CD8+-Infiltration (0-10 CD8+-Zellen/HPF), 2= malige Infiltration (11-30
Zellen/HPF), 3= reichlich Infiltration (31-50 Zellen/HPF) und 4= hohe CD8+-
Infiltration (>50 Zellen/HPF). Fir die intraepitheliale CD8+-Infiltration galt: 1=
keine oder niedrige CD8+-Infiltration (0-1 CD8+-Zellen/HPF), 2= malig (2-4
Zellen/HPF), 3= reichlich (5-10 Zellen/HPF) und 4= hohe CD8+-Infiltration (>11
Zellen/HPF).

Als Summe aller drei einzelnen Lokalisationen wurde ein CD8+-Gesamtscore,
der von 3-12 reicht, fur jedes Préparat errechnet. Anhand dessen wurden die
Patienten schlussendlich in drei Untergruppen mit einem niedrigen (low, 3-4),

mittleren (intermediate, 5-6) und hohen (high, 7-12) CD8-Gesamtscore eingeteilt.
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Abbildung 3. Bestimmung der CD8+-Lymphozyten-Infiltration an drei
verschiedenen Lokalisationen. Zur Auswertung der CD8+-Infiltration wurde die Anzahl
an CD8+-Zellen an drei verschiedenen Stellen (1) im immunhistochemisch gefarbten
Tumorpréparat bestimmt: dem Stroma an der Invasionsfront (2), dem Tumorepithel an
der Invasionsfront (2, Pfeil) und dem Stroma im Tumorzentrum (3).
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2.2.5. Immunhistochemische Auswertung von IDO

Zur Bewertung der IDO-Expression wurde ausschlie3lich die Invasionsfront
begutachtet. In einer semiquantitativen Auswertung wurden neoplastische
Epithelzellen und Stromazellen getrennt voneinander begutachtet und der Anteil
an positiven IDO-exprimierenden Epithel- bzw. Stromazellen als prozentualer
Anteil aller Zellen in diesem Kompartiment bestimmt. Die Patienten wurden so in
den beiden Fraktionen in Gruppen aufgeteilt: 0= keine IDO-Expression, 1= <5%,
2= >5%, 3= >50% IDO1-exprimierende Zellen (Abbildung 4).

Folglich berechnet sich fur jeden Patienten ein IDO1-Gesamtscore von 0-6 als
Summe der epithelialen und stromalen IDO1-Expression. Entsprechend
bisheriger Studien (93) wurden alle Falle abschlieRend in zwei Kategorien
eingeteilt: Féalle mit niedriger IDO1-Expression (IDO low, Gesamt-IDO1-Score O-
2) und Falle mit hoher IDO1-Expression (IDO high, Gesamt-IDO1-Score 3-6).

» N
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Abbildung 4. Bestimmung der IDOl-Expression an der Invasionsfront. Zur
Bewertung der IDO-Expression wurde in jedem immunhistochemisch aufgearbeiteten
Tumorpréparat ausschlie3lich die Invasionsfront (1) begutachtet und der prozentuale
Anteil an positiven IDO-exprimierenden Tumor- (2) bzw. Stromazellen (3) bestimmt.
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2.3. Angaben zur Statistik

Zur statistischen Auswertung und grafischen Darstellung diente das Programm
IBM SPSS Statistics for Windows, Version 24.0. (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA).
Kreuztabellen wurden mit dem Chi-Quadrat-Test fir kategoriale Variablen oder
dem exakten Test nach Fisher analysiert, wenn die erwarteten Haufigkeiten pro
Zelle weniger als funf waren. Korrelationen zwischen den verschiedenen CD8+-
und IDO1-Scores wurden durch nichtparametrische Kendall Tau-b-
Korrelationskoeffizienten bestimmit.

Zur Uberlebensanalyse und Beschreibung des Gesamt- und Rezidivfreien
Uberlebens wurden Kaplan-Meier-Kurven verwendet. Unterschiede im
Uberleben zwischen den Gruppen wurden durch Log-Rank-Tests erhoben.
Cox-Proportional-Hazard-Regressionsmodelle wurden fir die univariate und
multivariate Uberlebensanalyse verwendet. In allen Uberlebenszeitanalysen
wurden Patienten mit einem Follow-Up von weniger als einem Jahr sowie alle
Patienten mit Fernmetastasen ausgeschlossen.

In allen Analysen wurde ein p-Wert <0,05 als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientencharakteristik

Das Patientenkollektiv bestand aus 106 Patienten mit einem lokal
fortgeschrittenen Rektumkarzinom des unteren und mittleren Drittels, die sich
zwischen Mai 2009 und Marz 2015 einer multimodalen Therapie in der
Universitatsklinik Wirzburg unterzogen haben. Alle Patienten erhielten eine
neoadjuvante Radiochemotherapie, hatten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
keine Fernmetastasen und sind RO-reseziert worden.

Etwa zwei Drittel der Patienten war méannlich (67,9%), das andere Drittel weiblich
(32,1%). Der mittlere Altersdurchschnitt lag bei 64 Jahren (39-88), der mittlere
Body-Mass-Index (BMI) lag bei 26,2 kg/m? (17,0-49,5). 97,2% der Patienten
waren im Staging mit einem cT3/T4-Tumor diagnostiziert worden, 65,1% waren
nodal-positiv. Die Operation wurde in 86 Fallen (81,1%) als tiefe anteriore
Resektion mit totaler mesorektaler Exzision (TME) durchgefihrt, in 20 Fallen
(18,9%) als Rektumexstirpation mit TME. Die pathologische Begutachtung des
Resektionspraparats ergab in 15 Fallen (14,2%) eine komplette
Tumorregression. 73 Patienten (69,5%) aller Patienten erhielten eine adjuvante
Chemotherapie. Das 5-Jahres-Rezidivfreies-Uberleben (Disease-free survival,
DFS) lag im Gesamtkollektiv bei 63,2% und das 5-Jahres-Gesamtiiberleben
(Overall survival, OS) bei 76,8%. Eine ausfuhrliche Beschreibung des
Patientenkollektivs findet sich in Tabelle 7.
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Tabelle 7. Klinische Patientendaten und Tumorcharakteristika.

Anzahl (Prozent)

Patienten (n, %) 106 (100)
Alter

(Jahre; median (min-max)) 64 (39-88)
Geschlecht (n, %)

Weiblich 34 (32,1)
Méannlich 72 (67,9)
BMI

(kg/m?; median (min-max)) 26,2 (17,0-49,5)
cT (n, %)

T2 3(2,8)
T3 91 (85,8)
T4 12 (11,4)
cN (n, %)

N- 37 (34,9)
N+ 69 (65,1)
Operation (n, %)

tiefe anteriore Resektion 86 (81,1)
Rektumexstirpation 20 (18,9)
ypT (n, %)

0 15 (14,2)
1 8 (7,5)

2 37 (34,9)
3 43 (40,6)
4 3(2,8)
YPN (n, %)

N- 83 (78,3)
N+ 23 (21,7)
ypUICC Stadium (n, %)

0 14 (13,1)
1 34 (32,1)
2 29 (27,4)
3 29 (27,4)
Resektionsstatus (n, %)

RO 106 (100)
Adjuvante Therapie (n, %)

Nein 32 (30,5)
Ja 73 (69,5)
Fehlend 1
5-Jahres DFS (%) 63,2
5-Jahres OS (%) 76,8
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3.2. Immunhistochemische Farbung CD8+ und IDO

Um das Vorhandensein von IDO1-positiven- (IDO1+) Zellen und
tumorinfiltrierenden CD8-positiven- (CD8+) T-Lymphozyten auf Proteinebene
nachzuweisen, wurden immunhistochemische Farbungen der Gewebeproben
mit Hilfe monoklonaler Antikdrper (anti-IDO-Antikorper, Anti-Human IDO Purified,
VINC3IDO Antikérper, 0,5mg/mL, Mouse IgG2b, kappa, eBiosience,
Verdinnung 1:1000, und anti-CD8-Antikérper, Clone C8/144B, Dako,
Verdinnung 1:80) durchgefiuihrt. Anschlielend wurde die IDO1- und CD8-
Expression semiquantitativ unter dem Lichtmikroskop durch Anwendung von
zuvor dokumentierten und angepassten Skalierungssystemen fir IDO1- (93) und
CD8-(24, 92) Expression und durch Berechnung eines Gesamtscores fur jeden
Marker bewertet. Die T-Lymphozyten-Infiltration wurde an drei verschiedenen
Lokalisationen untersucht: dem Stroma an der Invasionsfront, dem Stroma im
Tumorzentrum und innerhalb des Tumorepithels und entsprechend in Gruppen
eingeteilt (Abbildung 5). Die IDO1l-Expression wurde innerhalb des
Tumorstromas an der Invasionsfront und innerhalb des Tumorepithels beurteilt
(Abbildung 6). Alle Proben wurden zweimal von zwei unabhangigen Beobachtern
bewertet (Kappa-Werte Beobachter 1: 0,74-0,89, Kappa-Werte Beobachter 2:
0,67-0,83, Interobserver Kappa-Werte: 0,71-0,81), um eine schlissige
Beurteilung bezlglich der CD8- und IDO1-Quantifizierung zu erhalten und um

Intra- und Interobserver-Variabilitdten auszuschlief3en.
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Abbildung 5. Auswertung der intraepithelialen CD8+-Infiltration. Unter 40-facher
VergroRerung wurde zur Auswertung der intraepithelialen CD8+-Infiltration die Anzahl
der CD8+-Zellen pro Gesichtsfeld (High Power Field, HPF) gezé&hlt: 1=keine/wenig
CD8+-Zellen (1), 2=mé&Rig (2), 3=reichlich (3), 4=hoch (4).

Abbildung 6. Beispiele fur IDO low und IDO high Expression. Mehr als 90 Prozent
aller Tumorpraparate zeigten eine positive IDO1-Farbung an der Invasionsfront, die
entsprechend eines Scoringsystems in IDO low (IDO1-Gesamtscore 0-2, nur wenige
IDO1-Zellen in Tumorepithel und Stroma) (1) und IDO high (IDO1-Gesamtscore 3-6, viel
IDO1-Expression in Epithel und Stroma) (2) eingeteilt wurden. 20-fache (1) und 10-fache
(2) VergrofZerung.
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In die weiteren statistischen Berechnungen schlossen wir alle Prim&rtumoren mit
einer vollstandigen histologischen Tumorregression (ypT0O) nach neoadjuvanter
Radiochemotherapie fur die Berechnung eines Gesamtscores aus, da fur die
histologische Untersuchung keine residuale invasive Tumorfront vorlag und es
folglich nicht moglich war, einen Gesamtscore fur die IDO1- und CD8-Expression
(wie im Abschnitt ,Methoden® beschrieben) fur diese Proben zu berechnen.
Lediglich in der Sparte ,stromale CD8+-Expression im Tumorzentrum® sind die
ypTO-Tumoren mitinbegriffen und werden nochmals gesondert betrachtet (s.
Kapitel 3.7). Aufgrund fehlender Daten oder schlechter Farbequalitat
untersuchten wir schlie3lich 91 Tumorproben (85,8% aller 106 Praparate) auf
IDO1-Expression und 84 Proben (79,2%) auf CD8+-Expression bzw. 98 Proben
(92,1%) auf stromale CD8+-Expression im Tumorzentrum, ypTO-Tumoren

miteingeschlossen.

84 von 84 Tumorproben (100%) zeigten eine CD8+-Lymphozyteninfiltration, 56%
davon mit einer sehr hohen T-Zell-Anzahl (CD8+-Gesamtscore 7-12), wahrend
die Ubrigen eine eher schwache T-Zell-Infiltration aufwiesen (CD8+-Gesamtscore
3-4: 19%, 5-6: 25%). Die numerische Verteilung der CD8+-Lymphozyten war
innerhalb der drei ausgewerteten Lokalisationen nahezu gleich, tendenziell aber

innerhalb des Tumorstromas etwas hoher als im Tumorepithel (Tabelle 8).

Tabelle 8. Verteilung der CD8+-Lymphozyten in den verschiedenen

Sublokalisationen innerhalb eines Praparats.

Sublokalisationen innerhalb eines Pré&parats, n (%)
CD8+- Tumorepithel Stroma Front Stroma Zentrum
Infiltration (n=84) (n=84) (n=98)
1 34 (40,5) 14 (16,7) 24 (24,5)
2 20 (23,8) 28 (33,3) 32 (32,7)
3 13 (15,5) 22 (26,2) 24 (24,5)
4 17 (20,2) 20 (23,8) 18 (18,4)
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85 von 91 Tumorpraparaten (93,4%) zeigten eine positive IDO1-Farbung, 38,5%
dieser Proben wiesen dabei ein hohes IDO1-Expressionsprofil auf (Gesamt-
IDO1-Score 3-6). 6,6% der Praparate blieb ohne positive IDO1-Féarbung. In
Bezug auf die verschiedenen Lokalisationen im Stroma und Epithel zeigten sich
deutlichere Unterschiede: Mehr als 90% der Proben wiesen eine positive IDO1-
Farbung im Tumorstroma auf, dagegen nur 63,8% der Tumoren eine positive

intraepitheliale IDO1-Expression (Tabelle 9).

Tabelle 9. Verteilung der IDO1-exprimierenden Zellen in den verschiedenen
Sublokalisationen innerhalb eines Pré&parats.

Sublokalisationen innerhalb eines Praparats, n (%)
IDO1- Tumorepithel Stroma Front
Expression (n=91) (n=91)
0 33 (36,3) 6 (6,6)
1 36 (39,6) 43 (47,3)
2 16 (17,6) 38 (41,8)
3 6 (6,6) 4 (4,4)
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Um besser quantifizieren zu kdnnen, welche Zellen im Tumorstroma positiv auf
die IDO1-Farbung reagierten, farbten wir stichprobenartig etwa ein Drittel der
Praparate mithilfe monoklonaler Antikdrper gegen verschiedene Oberflachen-
Antigene: Zum Einsatz kamen ein anti-CD1a-Antikorper (Clone 010, Santa Cruz,
Verdinnung 1:100), ein anti-CD163-Antikdrper (Clone 10D6, Leica Biosystems,
Verdinnung 1:200) sowie ein anti-CD5-Antikorper (Clone 4C5, Leica
Biosystems, Verdinnung 1:100). Die Auswertung der Proben ergab, dass unter
den IDO1-positiven-Stromazellen hauptséachlich CD163-positive Histiozyten
(Monozyten, Makrophagen) vorherrschen, gefolgt von CD5-positiven T-
Lymphozyten und Granulozyten (Abbildung 7). Allenfalls nur ganz vereinzelt
fanden sich CD1la-positive myeloische dendritische Zellen. Dabei stellen die
stichprobenartigen Farbungen lediglich eine Momentaufnahme dar, die keinen
genauen Aufschluss daruber gibt, ob IDO1 von den genannten Zellen im Stroma
exprimiert wird, oder sich IDO-positive Zellen vermehrt in Lymphozyten- bzw.

Histiozyten-reichen Arealen im Tumorstroma ansammeln.

Abbildung 7.  Stichprobenartige  Untersuchung IDO1-positiv-gefarbter
Stromazellen. Zur weiteren Quantifizierung IDO1+-Zellen wurden einzelne Praparate
mit verschiedenen CD-Antikorpern gefarbt. Dabei zeigte sich, dass unter den IDO1-
positiven Stromazellen vor allem CD163-positive Histiozyten (1, 600-fache
VergroRerung) und CD5-positive T-Lymphozyten zu finden sind (2, 400-fache
VergroRerung).
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3.3 Korrelation von IDO und CD8+

Die variierenden Haufigkeiten von infiltrierenden CD8+-Lymphozyten sowie
IDO1-positiven Zellen an allen drei Lokalisationen sind in einer
Gesamtbewertung fir jeden Marker zusammengefasst (wie im Methodenteil
beschrieben) und in einer Kreuztabelle in Tabelle 10 dargestellt. Die Anzahl der
CD8+-Lymphozyten korreliert stark und positiv mit der Anzahl der IDO1+-Stroma-
oder Tumorzellen (p=0,002, Kendall-tau-b 0,357): 57,4% der Tumoren mit einem
hohen Gesamt-CD8-Score (7-12) zeigten ebenfalls einen hohen Gesamt-IDO1-
Wert (3-6). Im Gegensatz dazu hatten nur 18,8% der Tumoren mit einem
niedrigen (3-4) bzw. 19,0% der Tumore mit einem moderaten (5-6) Gesamt-CD8-
Score dies getan. Diese Proben zeigten einen niedrigen Gesamt-IDO1-Wert (0-
2) in 81,3% bzw. 81,0%. In Bezug auf verschiedene Tumorlokalisationen an der
Invasionsfront wurde eine ahnliche und sogar noch starkere Assoziation im
Tumorstroma beobachtet: Etwa 70% der Proben mit hohem Gesamt-CD8-Score
(CD8+ 3 oder 4) zeigten einen hohen Gesamt-IDO1-Score (IDO 2 oder 3)
(p=0,0081, Kendall-tau-b 0,409) (Tabelle 11). Im Gegensatz dazu zeigten nur
etwa ein Drittel bis die Halfte der Proben mit einem hohen intraepithelialen CD8+-
Anteil (CD8+ 3 oder 4) auch einen hohen intraepithelialen IDO1-Score (IDO 2
oder 3) (p=0,004, Kendall-tau-b 0,344) (Tabelle 12).

Tabelle 10. Kreuztabelle zur Darstellung der Korrelation zwischen CD8+-

Gesamtscore und IDO1-Gesamtscore.

IDO1 Gesamt (n, %)*
CD8 Gesamt (n) low (0-2) high (3-6) | Total (n, %) p-Wert
low (3-4) 13 (81,3) 3 (18,8) 16 (100) 0,002
intermediate (5-6) | 17 (81,0) 4 (19,0) 21 (100)
high (7-12) 20 (42,6) 27 (57,4) 47 (100)
Total (n, %) 50 (59,5) 34 (40,5) |84 (100)

*) Prozentsatz der Tumoren mit niedriger oder hoher IDO1-Expression (low (0-2), high
(3-6)) innerhalb jeder CD8-Score-Gruppe (low (3-4), intermediate (5-6) oder high (7-12)).
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Tabelle 11. Kreuztabelle zur Darstellung der Korrelation zwischen
stromaler CD8+-Infiltration und stromaler IDO1-Expression.

IDO1 stromal* (n, %)?

CD8 0 1 2 3 Total p-
stromal?! (n) (n, %) Wert
1 2(14,3) |9(64,3) |3(21,4) |0(0,00 |14 (100) | 0,008
2 3(10,7) |18(64,3) | 7(25,0) |0(0,0) |28 (100)

3 0(0.0) |6(27.3) |14(63.6) |2(9.1) |22 (100)

4 0 (0,0) 6 (30,0) |12 (60,0) | 2(10,0) | 20 (100)

Total (n, %) | 5 (6,0) 39 (46,4) |36 (42,9) | 4 (4,8) |84 (100)

1 CD8 Expressions-Level 1-4: 1 = keine oder niedrige, 2 = méaRige, 3 = reichlich, 4 =
hohe Infiltration; IDO1 Expressions-Level: 0 = keine IDO1 Expression, 1 = <5%, 2 = >5%,
3 = >50% gefarbte IDO1-exprimierende Zellen.

2 Prozentsatz der Tumoren mit niedriger oder hoher IDO1-Expression innerhalb jeder
CD8-Gruppe.

Tabelle 12. Kreuztabelle zur Darstellung der Korrelation zwischen

intraepithelialer CD8+-Infiltration und intraepithelialer IDO1-Expression.

IDO1 epithel® (n, %)?

CD8 0 1 2 3 Total p-
epithel! (n) (n, %) Wert
1 17 (50,0) | 13(38,2) |4(11,8) |0(0,0) |34 (100) | 0,004
2 7(350) |9(450) |3(150) |1(50) |20 (100)

3 2(154) |7(53,8) |4(30,8) |0(0,0) |13(100)

4 3(17,6) |5(29,4) |4(235) |5(29,4) |17 (100)

Total (n, %) | 29 (34,5) | 34 (40,5) | 15(17,9) |6 (7,1) |84 (100)

1 CD8 Expressions-Level 1-4: 1 = keine oder niedrige, 2 = maRige, 3 = reichlich, 4 =
hohe Infiltration; IDO1 Expressions-Level: 0 = keine IDO1 Expression, 1 =<5%, 2 = >5%,
3 =>50% gefarbte IDO1-exprimierende Zellen.

2 Prozentsatz der Tumoren mit niedriger oder hoher IDO1-Expression innerhalb jeder
CD8-Gruppe.
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3.4. Assoziation mit klinisch-pathologischen Variablen

Die Gesamtscores von tumorinfiltrierenden CD8+-Lymphozyten und IDO1-
exprimierenden Zellen wurden mit klinisch-pathologischen Parametern korreliert
(Tabelle 13 und 14). Die Gesamt-CD8-Expression korrelierte dabei signifikant mit
einem hoheren Alter (p=0,042) und einer tendenziell niedrigeren Mortalitat
(p=0,054). Zudem fihrt ein Mehr an CD8+-Lymphozyten zu einer signifikanten
Verschiebung hin zu niedrigeren ypT-Kategorien (p=0,032): 66,0% der
Tumorproben mit einem hohen CD8-Gesamtscore (7-12) weisen niedrigere und
damit prognostisch bessere ypT-Kategorien (ypT1 und 2) auf. Im Vergleich
befinden sich bei den Fallen mit niedrigen CD8-Gesamtscore (3-4) nur 31,3% der
Falle in den ypT-Kategorien 1 und 2. Im Hinblick auf die Tumorklassifikation
(ypUICC) war ein hoher CD8-Gesamtscore signifikant mit einem niedrigeren
ypUICC-Stadium assoziiert (p=0,047). 51,1% der Proben mit einem hohen CD8-
Gesamtscore wurden in das ypUICC-Stadium 1 eingestuft, wahrend dies bei nur
31,3% der Proben mit einem niedrigen CD8-Score der Fall war (Tabelle 13). Eine
signifikante  Assoziation zwischen dem CD8-Gesamtscore und dem
Regressionsgrad nach Dworak war nicht zu erkennen (p=0.416).

Auch die Gesamt-IDO1-Expression zeigte eine positive Assoziation mit einem
hoheren Alter (p=0,008) und einen klaren Trend zu einem niedrigeren
Tumorrezidivrisiko (p=0,078) (Tabelle 14). Eine signifikante Assoziation
zwischen IDO1-Expression und dem ypUICC-Stadium war nicht gegeben
(p=0.421).

Des Weiteren analysierten wir die Korrelation klinisch-pathologischer Variablen
mit der Expression von IDO1 und CD8 in verschiedenen Tumorlokalisationen. In
den Tabellen 15 und 16 sind die signifikanten Parameter aufgelistet. Im Vergleich
zum CD8-Gesamtscore fand sich dabei eine noch starkere Assoziation der
intraepithelialen CD8-Expression mit der ypT-Klassifikation (p=0,029). Die
intraepitheliale CD8-Expression korrelierte zudem signifikant mit niedrigeren
ypUICC-Stadien (p=0,006) und einem nodal-negativen Status (p=0,019).
(Tabelle 15). Die stromale IDO1-Expression korrelierte positiv. mit dem
rezidivfreien Uberleben (p=0,05) (Tabelle 16).
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Tabelle 13. Korrelation des CD8+-Gesamtscores mit klinisch-
pathologischen Parametern.

CD8+-Gesamtscore (n=84)

low (3-4) intermediate | high (7- p-Wert
(5-6) 12)

Anzahl an Patienten 16 (19,0) 21 (25,0) 47 (56,0)
(n,%)
Alter (Jahre, median, 0,0422
(min-max)) 59 (42-75) | 62 (39-83) 67 (42-88)
Geschlecht 0,504¢
weiblich 3(18,8) 8 (38,1) 15 (31,9)
mannlich 13 (81,3) 13 (61,9) 32 (68,1)
ypUICC-Stadium 0,047¢
(n, %)
1 5 (31,3) 3 (14,3) 24 (51,1)
2 5(31,3) 10 (47,6) 11 (23,4)
3 6 (37,5) 8 (38,1) 12 (25,5)
Grading (n, %) 0,651°¢
G1l/G2 14 (87,5) 18 (90,0) 43 (93,5)
G3/G4 2 (12,5) 2 (10,0) 3 (6,5)
fehlend 0 1 1
Regressionsgrad 0,416¢
(Dworak, n, %)
0 0 (0,0) 0 (00) 1(2,4)
1 2 (13,3) 8 (40,0) 7 (17,1)
2 11 (73,3) 11 (55,0) 27 (65,9)
3 2 (13,3) 1(5,0) 6 (14,6)
fehlend 1 1 6
ypT (n, %) 0,032¢
1 1(6,3) 0 (0,0) 6 (12,8)
2 4 (25,0) 6 (28,6) 25 (53,2)
3 10 (62,5) 14 (66,7) 15 (31,9)
4 1(6,3) 1(4,8) 1(2,8)
ypN (n, %) 0,234¢
N- 10 (62,5) 15 (71,4) 39 (83,0)
N+ 6 (37,5) 6 (28,6) 8 (17,0)
Tumorrezidiv (n, %) 0,338¢
nein 10 (62,5) 13 (61,9) 36 (76,6)
ja 6 (37,5) 8 (38,1) 11 (23,4)
Tod (n, %) 0,054¢
nein 10 (62,5) 17 (81,0) 42 (89,4)
ja 6 (37,5) 4 (19,0) 5 (10,6)

3 ONEWAY-Anova, ? Chi-Quadrat-Test © exakter Test nach Fisher

43




Tabelle 14. Korrelation des IDO1-Gesamtscores mit klinisch-
pathologischen Parametern.

IDO1-Gesamtscore (n=91)

low (0-2) high (3-6) p-Wert
Anzahl an Patienten 56 (61,5) 35 (38,5)
(n,%)
Alter (Jahre, median, 0,0082
(min-max)) 61 (39-83) | 68 (45-88)
Geschlecht 0,696
weiblich 17 (30,4) 12 (34,3)
mannlich 39 (69,6) 23 (65,7)
ypUICC-Stadium 0,421°
(n, %)
1 18 (32,1) 16 (45,7)
2 19 (33,9) 10 (28,6)
3 19 (33,9) 9 (25,7)
Grading (n, %) 0,705¢
G1/G2 49 (89,1) 31(93,9)
G3/G4 6 (10,9) 2(6,1)
fehlend 1 1
Regressionsgrad 0,902°¢
(Dworak, n, %)
0 1(2,0) 0 (0,0)
1 10 (19,6) 7(21,9)
2 34 (66,7) 20 (62,5)
3 6 (11,8) 5 (15,6)
fehlend 5 3
ypT (n, %) 0,204°
1 6 (10,7) 2 (5,7
2 18 (32,1) 19 (54,3)
3 30 (53,6) 13 (37,1)
4 2 (3,6) 1(2,9)
ypN (n, %) 0,215
N- 40 (71,4) 29 (82,9)
N+ 16 (28,6) 6 (17,1)
Tumorrezidiv (n, %) 0,078P
nein 35 (62,5) 28 (80,0)
ja 21 (37,5) 7 (20,0)
Tod (n, %) 0,514
nein 45 (80,4) 30 (85,7)
ja 11 (19,6) 5 (14,3)

3 ONEWAY-Anova, ? Chi-Quadrat-Test © exakter Test nach Fisher
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Tabelle 15. Korrelation der intraepithelialen CD8+-Infiltration mit

signifikanten klinisch-pathologischen Parametern.

CDS8 Intraepithelial (n=84)

1 2 3 4 p-Wert
Anzahl an 34 (40,5) |20 (23,8) | 13(15,5) |17 (20,2)
Patienten (n,%)
ypUICC (n, %) 0,006°
1 9 (26,5) 5 (25,0) 4 (30,8) 14 (82,4)
2 12 (35,3) |9 (45,0) 4 (30,8) 1(5,9)
3 13(38,2) | 6(30,0) 5 (38,5) 2(11,8)
ypT (n, %) 0,029¢
1 2 (5,9) 2 (10,0) 1(7,7) 2(11,8)
2 10 (29,4) |7 (35,0) 5 (38,5) 13 (76,5)
3 20 (58,8) | 11 (55,0) |6 (46,2) 2(11,8)
4 2 (5,9 0 (0,0) 1(7,7) 0 (0,0)
ypN (n, %) 0,019¢
N- 23 (67,6) | 16 (80,0) | 8(61,5) 17 (100,0)
N+ 11 (32,4) |4 (20,0) 5 (38,5) 0 (0,0)

b) Chi-Quadrat-Test @ exakter Test nach Fisher

Tabelle 16. Korrelation der stromalen IDO1-Expression mit signifikanten
klinisch-pathologischen Parametern.

IDO1 Stromal (n=91)

0 1 2 3 p-Wert
Anzahl an
Patienten (n,%) 6 (6,6) 43 (47,3) | 38 (41,8) |4 (4,4)
Alter (Jahre, 0,0222
median, 57 61 68 68
(min-max) (43-72) (39-83) (42-88) (55-78)
Tumorrezidiv 0,050¢
(n, %)
nein 2 (33,3) 27 (62,8) | 30 (78,9) |4 (100,0)
ja 4 (66,7) 16 (37,2) | 8 (21,1) 0 (0,0)

3 ONEWAY-Anova, © exakter Test nach Fisher
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3.5. Einfluss auf Gesamt- und Rezidivfreies Uberleben

Rezidivfreies- (Disease Free Survival, DFS) und Gesamtiuberleben (Overall
Survival, OS) wurden mit dem CD8-Gesamtscore und dem IDO-Gesamtscore
verglichen. Tabelle 17 und die Abbildungen 8-11 veranschaulichen anhand von
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven das DFS und OS der Patienten in Bezug auf die
Hohe der CD8- und IDO-Expression. Ausgeschlossen aus dieser Betrachtung
sind alle Patienten mit einem Follow-Up von weniger als einem Jahr. Dabei zeigte
sich, dass ein hoher CD8-Gesamtscore (7-12) mit einem statistisch signifikant
verbesserten Gesamtuberleben einhergeht (5-Jahres-OS fir CD8+ 7-12: 93,7%;
fur CD8+ 3-4: 59,6%, log rank p=0,023, Abbildung 8). In Bezug auf das
Rezidivfreie Uberleben zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied,
tendenziell ist aber auch hier ein Vorteil in einem hohen CD8+-Gesamtscore zu
sehen (Abbildung 9).

Ein hoher IDO-Gesamtscore (3-6) korrelierte signifikant mit einem verlangerten
Rezidivfreien Uberleben (5-Jahres-DFS fiir IDO1 high: 73,4% und fiir IDO1 low:
53,1%, log rank p=0,033, Abbildung 11). Dagegen gibt es im Gesamtiberleben
keinen signifikanten Unterschied zwischen IDO1-high- und IDO1-low-Fallen
(Abbildung 10).

Tabelle 17. 2- und 5-Jahres-Uberlebensraten.

Falle / 2-Jahres | 5-Jahres 2-Jahres | 5-Jahres
Rezidive/ | OS ON DFS DFS
Tod
CD8+
Gesamt
3-4 15/6/5 100% 59,6% 66,7% 59,3%
5-6 20/8/4 95,0% 76,0% 80,0% 40,3 %
7-12 42 /11/2 |97,6% 93,7% 83,0% 70,7%
Total 77/125/11
IDO1
Gesamt
low 51/21/8 |96,0% 79,5% 70,6% 53,1%
high 33/71/4 96,8% 85,3% 90,6% 73,4%
Total 84/28/12
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Abbildung 8. Gesamtiuberleben in Bezug auf die HOhe des CD8+-Gesamtscores.
Mittels Kaplan-Meier-Kurve lasst sich zeigen, dass das Gesamtiiberleben der Patienten

mit hohem CD8+-Gesamtscore (7-12) signifikant verbessert ist (p=0,023).

Numbers at risk:

Zeit (Monate) 0 20 40 60 80
15 14 9 4 0

CD8 intermediate (5-6) | 20 18 10 5 1

CD8 high (7-12) 42 39 29 14 2
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Abbildung 9. Rezidivfreies Uberleben in Bezug auf die Hohe des CD8+-
Gesamtscores. Fir Patienten mit hohem CD8+-Gesamtscore zeigt die Kaplan-Meier-
Kurve ein besseres Rezidivfreies Uberleben, wenn auch nicht signifikant (p=0,388).

Numbers at risk:

Zeit (Monate) 0 20 40 60 80
15 9 6 4 0

CD8 intermediate (5-6) | 20 16 7 3 1

CD8 high (7-12) 42 33 26 13 2
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Abbildung 10. Gesamtiberleben in Bezug auf die Hohe des IDO1-Gesamtscores.
Die Kaplan-Meier-Kurve gibt fiir Patienten mit hohem IDO1-Gesamtscore (IDO high) ein
lediglich minimal verbessertes Gesamtiberleben auf langere Sicht an (p=0,478).

Numbers at risk:

Zeit (Monate) 0 20 40 60 80
51 46 29 11 2
IDO1 high (3-6) 33 31 23 13 1
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Abbildung 11. Rezidivfreies Uberleben in Bezug auf die Hohe des IDO1-
Gesamtscores. Patienten mit hohem IDO1-Gesamtscore (IDO high) zeigen in der
Kaplan-Meier-Kurve ein signifikant besseres Rezidivfreies Uberleben (p=0,033).

Numbers at risk:

Zeit (Monate) 0 20 40 60 80
51 35 21 9 2
IDO1 high (3-6) 33 28 22 11 1

50




3.6. Prognostischer Einfluss

Wir untersuchten die prognostische Signifikanz des CD8- und des IDO1-
Gesamtscores sowie verschiedener Kklinisch-pathologischer Variablen mittels
Cox-Proportional-Hazard-Modellen. Der CD8-Gesamtscore (HR 0,137, 95%CI
0,027-0,708, p=0,018) und das ypN-Stadium (HR 3,331, 95%CI 1,007-11,019,
p=0,049) bildeten sich als prognostische Faktoren fir das Gesamtiberleben in
der univariaten Analyse heraus. Auch bei der Analyse in einem multivariaten
Modell, das fir diese beiden Variablen angepasst wurde, blieb der CD8-
Gesamtscore ein unabhangiger prognostischer Faktor flir das Gesamtuberleben
(HR 0,158, 95%CI 0,030-0,830, p=0,029) (Tabelle 18).

Der IDO-Gesamtscore (HR 0,335, 95%CI 0,133-0,843, p=0,020), das ypN-
Stadium (HR 2,663, 95%CI 1,188-5,970, p=0,017) und die ypT-Kategorie (HR
2,344, 95%CIl 1,009-5,446, p=0,048) stellten sich als prognostische Faktoren fir
das rezidivfreie Uberleben in einer univariaten Analyse heraus. Auch hier blieb
der IDO-Gesamtscore in einer multivariaten Analyse, angepasst fur IDO1-
Gesamtscore, ypN- und ypT-Kategorie, eine signifikante, unabhangige
prognostische Variable (p=0,046) (Tabelle 19).
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Tabelle 18. Uni- und multivariate Analyse fur das Gesamtuberleben.

Univariate Analyse Multivariate Analyse?
HR 95% ClI p- HR 95% ClI p-
Wert Wert
CD8
Gesamt
low (3-4) 1 1
inter. (5-6) | 0,691 | 0,185-2,580 | 0,583 0,689 | 0,187-2,611 | 0,594
high (7-12) | 0,137 | 0,027-0,708 | 0,018 0,158 | 0,030-0,830 | 0,029
IDO1
Gesamt
low (0-2) |1 0,202
high (3-6) | 0,420 | 0,111-1,591
ypN
N- 1 0,049 1 0,125
N+ 3,331 | 1,007- 2,584 | 0,769-8,679
11,019
ypT
low (1/2) 1 0,051
high (3/4) | 4,608 | 0,991-
21,434
Alter
<65J 1 0,770
> 65 J 0,837 | 0,254-2,755

Multivariate Analyse mit den Variablen CD8-Gesamtscore und ypN.
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Tabelle 19. Uni- und multivariate Analyse fur das Rezidivfreie Uberleben.

Univariate Analyse

Multivariate Analyse?

HR 95% ClI p- HR 95% ClI p-
Wert Wert
CDS8
Gesamt
low (3-4) 1
inter. (5-6) | 0,928 | 0,321-2,680 | 0,890
high (7-12) | 0,556 | 0,205-1,506 | 0,249
IDO1
Gesamt
low (0-2) 1 0,020 1 0,046
high (3-6) | 0,335 | 0,133-0,843 0,384 | 0,150-0,983
ypN
N- 1 0,017 1 0,095
N+ 2,663 | 1,188-5,970 2,089 | 0,880-4,961
ypT
low (1/2) 1 0,048 1 0,299
high (3/4) | 2,344 | 1,009-5,446 1,618 | 0,652-4,017
Alter
<65J 1 0,122
>65J 0,524 | 0,231-1,188

Multivariate Analyse mit den Variablen IDO1-Gesamtscore, ypN und ypT.
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3.7. Falle mit vollstandiger Tumorregression (ypTO)

Wir fuhrten immunhistochemische Analysen fir die Auswertung der CD8+-
Infiltration an Patienten mit einer vollstandigen Tumorregression (ypTO) durch
(initial 15 Fallen, ein Fall wurde aufgrund schlechter Farbequalitat
ausgeschlossen; so dass sich am Ende 14 ypTO-Félle ergaben).

Allerdings gibt es in diesen Proben keine residuale invasive Tumorfront, die ein
wesentlicher Parameter fur die Berechnung des Gesamtscores fur die IDO1- und
CD8-Expression ist. Aus diesem Grund haben wir Tumorproben mit einer
vollstandigen Regression nach neoadjuvanter Radiochemotherapie aus unseren
statistischen Berechnungen, wie sie in den vorangegangenen Kapiteln
prasentiert wurden, ausgeschlossen. Lediglich in der Subgruppe ,stromale
CD8+-Expression im Tumorzentrum® sind die ypTO-Falle miteinbezogen (Tabelle
20).

Unter der Annahme, dass jene Félle mit der hochsten Tumorregression (ypTO)
auch die héchste Immunzelldichte aufweisen, zeigen unsere Ergebnisse (Tabelle
20) interessanterweise keine signifikante Assoziation von stromalen CD8+-T-
Zellzahlen im Tumorzentrum mit irgendeinem klinisch-pathologischen Parameter
(im Vergleich zur intraepithelialen CD8-Expression an der invasiven Tumorfront,
s. Kapitel 3.4, Tabelle 15). Wir haben auch keinen prognostischen Einfluss bei

der Einbeziehung von ypTO-Fallen festgestellt.
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Tabelle 20. Korrelation der stromalen CD8+-Infiltration im Tumorzentrum
mit ausgewahlten klinisch-pathologischen Parametern (ypTO-Falle

miteinbezogen).

CD8 Stroma Zentrum (n=98)

1 2 3 4 p-Wert
Anzahl an 24 (24,5) | 32 (32,7) | 24 (24,5) |18 (18,4)
Patienten (n, %)
ypUICC-Stadium 0,412¢
(n, %)
0 6 (25,0) |2(6,3) 2 (8,3) 3(16,7)
1 6 (25,00 |8(25,0) |12(50,0) |6(33,3)
2 5(20,8) |11(34,4) |5(20,8) 5 (27,8)
3 7(29,2) |11(34,4) |5(20,8) 4 (22,2)
Grading (n, %) 0,792¢
G1/G2 21 (87,5) | 27 (90,0) | 22 (95,7) |17 (94,4)
G3/G4 3(12,5 |3(10,00 |1(4,3 1 (5,6)
fehlend 0 2 1 0
Regressionsgrad 0,339¢
(Dworak, n, %)
0 0 (0,0) 0 (0,0) 1(4,5) 0 (0,0)
1 2(9,1) 10 (33,3) | 3(13,6) 2 (13,3)
2 12 (54,5) | 16 (53,3) | 11 (50,0) | 10 (66,7)
3 2(9,1) 2 (6,7) 4 (18,2) 1(6,7)
4 6 (27,3) | 2(6,7) 3(13,6) 2 (13,3)
fehlend 2 2 2 3
ypT (n, %) 0,085¢
0 6 (25,0) |2(6,3) 3(12,5) 3(16,7)
1 1(4,2) 0 (0,0) 4 (16,7) 2(11,1)
2 5(20,8) |15(46,9) |11 (45,8) |4(22,2)
3 11 (45,8) | 14 (43,8) | 6 (25,0) 8 (44,4)
4 1(4,2) 1(3,1) 0 (0,0) 1 (5,6)
ypN (n, %) 0,192¢
N- 18 (75,0) | 22 (68,8) | 22 (91,7) |15 (83,3)
N+ 6 (25,0) |10(31,3) | 2(8,3) 3 (16,7)
Tumorrezidiv (n, 0,115°
%)
nein 16 (66,7) | 19 (59,4) | 21 (87,5) |14 (77,8)
ja 8(33,3) |13(40,6) | 3(12,5) 4 (22,2)
Tod (n, %) 0,158¢
nein 16 (66,7) | 27 (84,4) | 22 (91,7) |14 (77,8)
ja 8(33,3) |5(156) |2(8,3) 4 (22,2)

b Chi-Quadrat-Test © exakter Test nach Fisher
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4. Diskussion

4.1. Einfluss auf die lokale Immunantwort

Standardisierte Behandlungsalgorithmen fiur Patienten, die an einem
kolorektalen Karzinom erkrankt sind, sind umfassend durch nationale und
internationale Richtlinien vorgegeben (94). Der therapeutische Ansatz fur
Patienten mit Karzinomen des mittleren und unteren Rektums basiert auf
klinischen Klassifikationssystemen (cTNM) und auf der histopathologischen
Einteilung des AJCC/UICC-TNM-Systems. Obwohl das pathologische
Tumorklassifizierungssystem ((y)pUICC Stadium I-IV) wichtige Informationen
Uber die Prognose des Patienten liefert, so erfasst es weder die Komplexitat der
Tumorbiologie noch die individuelle Tumorimmunologie. Mittlerweile gibt es
eindeutige Hinweise, dass Dichte, Phanotyp und Lokalisation von
tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILS) in primaren kolorektalen Karzinomen
eine genaue Vorhersage des klinischen Outcomes liefern (22, 95). Die
Quantifizierung der Dichte, Lokalisation und Art der TILs, "Immunoscore”
genannt, erwies sich sogar als dem als Goldstandard geltendem TNM-System
Uberlegen bei der Vorhersage des krankheitsfreien- und Gesamttiberlebens (29,
32, 33).

DarUber hinaus kann die Genauigkeit des "Immunoscore” verbessert werden,
indem die Lokalisierung von TILs in zwei Bereiche innerhalb des Primartumors
bestimmt wird: dem Tumorzentrum und der Invasionsfront (95). Die Regulation
der Lymphozyteninfiltration innerhalb des Tumors bzw. dessen Stromas bleibt
jedoch komplex (96). IDO1, ein Tryptophan-abbauendes Enzym, scheint einen
tiefgreifenden Einfluss auf die lokale adaptive Immunantwort zu haben. Es zeigte
sich, dass IDO1 entweder durch Tumor- oder Stromazellen exprimiert wird
(hauptsachlich Antigen-prasentierende Zellen) (36, 97). Eine lokale Tryptophan-
Depletion und/oder Akkumulation von Metaboliten interferiert mit T-Zell-Funktion,
-Proliferation und -Differenzierung. Dies deutet darauf hin, dass IDO1 eine
immunsuppressive Umgebung orchestriert, vermutlich durch die Kontrolle lokaler
T-Zellfunktionen (98).
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4.2. IDO und CD8+-Lymphozyten als prognostische Marker

In dieser Studie untersuchten wir die Dichte und Lokalisation tumorinfiltrierender
CD8+-T-Lymphozyten sowie die IDO1-Expression in chirurgisch resezierten
Tumoren von Patienten mit lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom (locally
advanced rectal cancer, LARC) nach neoadjuvanter Radiochemotherapie.
Frihere Studien, die sich auf das lokale Immunprofil von Patienten mit
kolorektalem Karzinom konzentrierten, schlossen Patienten mit Rektumkarzinom
nach neoadjuvanter Radiochemotherapie aus (24, 95, 99).

Bedenken Uber unvorhersehbare oder sogar reduzierende Effekte auf die T-Zell-
Infiltration oder profunde histologische Veranderungen in der Architektur des
Primartumors wurden als Hauptgegenargumente fur die Analyse von
vorbehandelten Tumorproben angefiihrt. Letzteres kdnnte fir Methoden gelten,
die quantitative automatisierte immunhistochemische Scores verwenden (33),
die die geanderte histopathologische Architektur nach Neoadjuvanz nicht
erfassen kénnen. In dieser Studie wurde jedoch eine semiquantitative Analyse
von Tumorschnitten erhoben. Alle Proben wurden zweimal von zwei
unabhangigen Beobachtern bewertet, um eine schlissige Beurteilung der CD8-
und IDO1-Quantifizierung zu erhalten und intra- und inter-Beobachter-
Variabilitdten auszuschliel3en. Unter Verwendung eines immunhistochemischen
Ansatzes und unter Anwendung etablierter Quantifizierungsmethoden fir CD8+-
Lymphozyten sowie IDO1-Expression wurde eine positive Korrelation der CD8+-
Lymphozytenzahlen und des AusmaRes der IDO1-Expression in LARC
festgestellt. Sowohl die CD8+-Lymphozytenzahl als auch die IDO1-Expression
korrelierten mit einem besseren Gesamtiiberleben bzw. rezidivfreien Uberleben
des Patienten und erwiesen sich als unabhangige prognostische Marker in der
multivariaten Analyse. Insgesamt identifizierten wir 15 von 106 Patienten mit
einer vollstandigen histologischen Tumorantwort (ypTO) und schlossen diese von
unseren weiteren statistischen Betrachtungen aus. Von den ubrigen
untersuchten Proben zeigten alle eine Infiltration mit CD8-positiven-T-
Lymphozyten; 56% davon sogar mit einer sehr hohen Anzahl an CD8+-Zellen

(CD8-Gesamtscore 7-12). Es wurde lange angenommen, dass der durch die
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Chemotherapie induzierte Zelltod zur Apoptose fuhrt. Folglich sollte die
Standardantwort eher eine immunologische Toleranz als eine Immunaktivierung
sein. Kurzlich wurde jedoch gezeigt, dass ein Chemotherapie-assoziierter
Zelltod, abhangig vom jeweiligen Chemotherapeutikum, sogar eine anhaltende
Tumorantigen-spezifische Immunantwort induzieren kann (100, 101).
Interessanterweise konnen diese Befunde teilweise auch auf den durch
Strahlentherapie induzierten Zelltod ausgeweitet werden. So zeigt sich, dass
Strahlung die lokale Immunantwort entweder durch Hochregulierung von
stimulatorischen Molekilen auf der Tumorzelloberflache oder durch Formung
des lokalen Immunzelleninfiltrats beeinflusst (102). Zusammenfassend scheinen
Chemo- und/oder Radiotherapie einen immunogenen Prozess an Tumorzelltod
zu fordern, der zu lokalen und/oder systemischen anti-Tumor-Immunantworten

fuhren kann.

In diesem Zusammenhang stellen unsere Ergebnisse eine klinisch relevante
Erkenntnis dar: Tumorproben mit einer ausgedehnten Infiltration von CD8-
positiven Lymphozyten nach neoadjuvanter Radiochemotherapie wurden
haufiger hinsichtlich TumorgréRe (ypT1l oder ypT2) und Lymphknotenstatus
(ypN-) in niedrigere Tumorkategorien eingeteilt. Dartber hinaus fuhrte eine
intensive CD8-Lymphozyten-Infiltration zu einer signifikanten Verschiebung in
Richtung der unteren ypUICC-Stadien, einem bekannten prognostischen
Parameter fur ein verlangertes Gesamtiberleben. In diesem Zusammenhang
hatten Patienten mit hohem CD8-Gesamtscore eine signifikant verlangerte 5-
Jahres-Uberlebensrate; wie auch bereits in vorigen Studien beschrieben (23,
103).

Wir beobachteten eine prognostische Diskrepanz in Bezug auf verschiedene
Lokalisationen innerhalb des Tumors mit einer besseren Prognose fur
intraepithelial gelegene T-Zellen im Vergleich zu jenen im Tumorstroma. Die
biologische Erklarung, warum intraepitheliale CD8-T-Zellen einen grofRReren
Einfluss auf die Prognose haben als die im Tumorstroma lokalisierten, ist
wahrscheinlich auf ihre direkte antitumorale Wirkung zurtickzufiihren. Die CD8-

T-Zellen, die das Tumorepithel in unmittelbarer N&he infiltrieren, sind

58



hdchstwahrscheinlich spezifisch gegen den Tumor gerichtet und kénnten daher
als wirksamer angesehen werden. Die Hypothese, dass die Sublokalisation
infiltrierender Lymphozyten prognostische Bedeutung hat, hat sich aus friheren
Studien verstarkt (95, 99). Eine intraepitheliale Lokalisation von zytotoxischen T-
Zellen konnte in dieser Hinsicht mdglicherweise einen wirksameren Schutz

bedeuten.

4.3. Wirkung von CD8+ auf die IDO-Expression

Eine immunregulatorische Funktion von IDO1 wurde erstmals in einem
Schwangerschafts-Mausmodell beschrieben (47). Die Behandlung von
trachtigen Mausen mit einem IDO1-Inhibitor (1-D,L-Methyl-Tryptophan) fihrte zu
einer T-Zell-vermittelten Abstof3ung von semiallogenen Embryonen (47). In den
folgenden Jahren wurde das Konzept der IDO1-vermittelten Immunregulation auf
maligne Erkrankungen ausgedehnt (45). In den letzten Jahren wurde eine IDO1-
Expression bei verschiedenen Karzinomen teilweise mit einer aggressiveren
Erkrankung und schlechteren Prognose assoziiert (104). Dennoch bleibt die
Datenlage sparlich und in Bezug auf das kolorektale Karzinom heterogen.
Widerspruchlichkeiten  treten auf, wenn  Studien hinsichtlich  der
Expressionsprofile von IDO1 (konstitutiv vs. durch entziindliche Stimuli
induzierbar), der Natur von IDO1l-exprimierenden Zellen (Tumorzellen vs.
Antigen-prasentierende Zellen), der Dichte der IDO1-Expression und ihrer
Lokalisierung in verschiedene Tumorkompartimenten (Tumorzentrum vs.
invasive Tumorfront) verglichen werden. Dartber hinaus wird der prognostische
Wert der IDO-Expression oder ihre Auswirkung auf Rezidivfreies- und
Gesamtuberleben nicht einheitlich bewertet (93, 105, 106). Mdgliche Storfaktoren
fur diese abweichenden Ergebnisse wurden ausfuhrlich untersucht (35, 36, 46,
97, 107, 108).

Unter Verwendung einer definierten Studienpopulation zeigten mehr als 90% der
vorbehandelten Rektumkarzinomproben eine positive Farbung fuar IDOL.
Interessanterweise zeigten Tumoren mit einem hohen IDO1-Gesamtscore auch

einen hohen CD8-Gesamtscore, ein Ergebnis, das sich von friiheren
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Beobachtungen bei Patienten mit kolorektalem Karzinom weit unterscheidet (93,
105). Wir nehmen an, dass diese Befunde eher einen Zustand der
Immunaktivierung als den einer Immuntoleranz wiederspiegeln, im Sinne eines
lokalen Entzindungsmilieus nach neoadjuvanter Radiochemotherapie. In
Tiermodellen wurde gezeigt, dass IDO1 in Tumoren als Reaktion auf eine lokale
Strahlentherapie  hochreguliert  ist. Interessanterweise  fuhrte  die
pharmakologische Blockade der IDO1-Aktivitat nicht zu einem verringerten
Tumorwachstum oder zu verstarkten lokalen anti-Tumor-Immunantworten (109).
Ein Teil der IDO1-Expression durch neoplastische Zellen oder Stromazellen
konnte aus einer andauernden Immunantwort resultieren, an der CD8+-
Lymphozyten beteiligt sind, die IFN-y, den Hauptinduktor der IDO1-Expression,
produzieren (110). Daten aus einem Maus-Melanommodell zeigen deutlich, dass
die IDO1-Expression streng von der Anwesenheit von intratumoralen CD8+-
Lymphozyten abhangt, die IFN-y produzieren (111). Darlber hinaus gehort IDO1
zusammen mit anderen T-Zell-spezifischen und IFN-y-induzierten Genen zu
einer Gruppe von Genen, deren Expression in Tumoren vor Immuntherapie auf
ein besseres klinisches Ansprechen schlie3en lasst (112). In dieser Studie, die
mit unseren Ergebnissen vergleichbar ist, ist der entscheidende Prognosefaktor
hochstwahrscheinlich  das  Vorhandensein  tumorinfiltrierender  CD8+-
Lymphozyten. IDO1 wird sekundar als Reaktion auf von diesen Lymphozyten
produziertes IFN-y induziert.

Wir sind uns der Tatsache bewusst, dass immunhistochemische Studien keine
funktionellen Ruckschliisse auf das lokale Zusammenspiel von IDO1-Expression
und Lymphozyteninfiltration erlauben. Unsere Ergebnisse unterstitzen jedoch
eindeutig einen prognostischen Wert sowohl der IDO1-Expression als auch der
CD8-Infiltration. Der IDO1-Gesamtscore erwies sich als unabhangiger
prognostischer Marker fiir das Rezidivfreie Uberleben, wahrend der CD8-
Gesamtscore eine prognostische Relevanz hinsichtlich des Gesamtiberlebens

aufwies.
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4.4. Immunoprofile als medikamentdse Therapieansatze

Die multimodale Behandlung von lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinomen hat
die Lokalrezidivrate drastisch reduziert, aber ein verbessertes Gesamtiiberleben
nicht erreicht (16). Das individuelle Ansprechen der Rektumkarzinome auf eine
neoadjuvante Therapie kann hoéchst unterschiedlich sein und auch die
Empfehlung Uber eine adjuvante Therapie zur Reduktion des Risikos einer
Fernmetastasierung bleibt bei weiterhin heterogener Datenlage ohne klare
Leitlinien (113). Die Anwendung sowohl etablierter histologischer Kriterien
(ypTNM-Klassifikation) als auch definierter Immunophanotypen koénnte dazu
beitragen, adjuvante Therapieansatze langfristig an unterschiedlichen
Immunprofilen zu orientieren.

Sgrensen und Kollegen haben gezeigt, dass IDO1 beim Menschen von
bestimmten CD8-T-Zellen spontan erkannt wird (114). Tats&chlich scheinen
diese Zellen als spezifische zytotoxische T-Lymphozyten zu wirken, die IDO1-
exprimierende Tumorzellen erkennen und abtéten koénnen (115). Diese
Beobachtungen haben zu Bemihungen gefuhrt, [IDO1-Peptide als
Antikrebsimpfstoffe zu untersuchen, wie in einer kurzlich durchgefuhrten
klinischen Studie gezeigt wurde, die frihe Hinweise auf eine langfristige
Stabilisierung der Erkrankung bei Patienten mit metastasiertem Lungenkrebs
lieferte (90, 91). LARC-Patienten mit einem starken IDO1-Expressionsprofil nach
neoadjuvanter Radiochemotherapie koénnten von einem additiven IDO1-
zielgerichteten immuntherapeutischen Ansatz, wie der Impfung mit IDO1-
abgeleiteten Peptiden, profitieren. Der Abbau der lokalen immunsuppressiven
Umgebung, d.h. Hemmung der IDO1-Aktivitat, kdnnte bei diesen Patienten sogar
zu erh6hten Antigen-spezifischen Immunantworten fuhren.

IDO1-Inhibitoren zeigten in praklinischen Studien enttauschende Ergebnisse,
wenn sie als Monotherapie eingesetzt wurden (116). Bei Verwendung in
kombinatorischen immuntherapeutischen oder chemotherapeutischen Regimen
scheinen IDO1-Inhibitoren jedoch als immunometabolische Adjuvantien zu
wirken (117).

Uberraschenderweise zeigten die jiingsten Ergebnisse der ECHO-301-Studie

(die erste grofe Phase-3-Studie), dass Epacadostat, ein IDO1-selektiver
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Enzyminhibitor, das krankheitsfreie Uberleben zusatzlich zur Anti-PD1-Immun-
Checkpoint-Inhibitor-Therapie bei metastasierten Melanompatienten nicht
verbessern konnte (86). Aufgrund der negativen Ergebnisse der ECHO-301-
Studie bei Melanompatienten sowie in der Pankreaskarzinomkohorte der ECHO-
203-Studie wurden mehrere Studien mit dem IDO-Inhibitor Epacadostat
gestoppt. Weitere Studien mit verschiedenen anderen IDO-Inhibitoren wurden
angehalten oder eingestellt (87). Obwohl die Forscher Grinde fur die
enttduschenden Ergebnisse der Studien vorgebracht haben, erscheint die Rolle
von IDO1 als Schliusselakteur in der Immunevasion von Tumoren im
Immunsystem weiterhin nicht geklart. Eine generell immunmodulierende Rolle
von IDOL1 bei Krebserkrankungen bleibt durch drei wichtige Tatsachen in Frage
gestellt: 1. Die IDO1-Expression kann bei Krebspatienten mit einem ginstigen
Outcome einhergehen, wie an unserer Patientenkohorte zu sehen ist. 2. IDO-
Knock-out-Mause zeigen keine offensichtlichen Anzeichen von Autoimmunitat
(108) und 3. durch das Versagen eines selektiven IDO1-Blockers in einer Phase-
3-Studie. Es wird deutlich, dass die IDO1-Biologie bis heute noch immer nicht

vollstandig verstanden ist.

Auf lange Sicht missen wir unser Verstandnis Uber die funktionelle Rolle von
IDO1 in der Tumor-Mikroumgebung von Patienten mit lokal fortgeschrittenem
Rektumkarzinom nach neoadjuvanter Radiochemotherapie weiter verbessern.
Hoffentlich kdnnen wir dann auch endgultig die Frage beantworten, ob IDO1 ein
Freund oder Feind von tumorinfiltrierenden CD8+-Lymphozyten ist und seine
genaue Rolle im komplexen Orchester der tumorbedingten Immunevasion bei

diesen Patienten definieren.
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5. Zusammenfassung

Jahrlich erkranken mehr als 60.000 Menschen in Deutschland an Darmkrebs, ein
Drittel der Tumoren ist im Rektum lokalisiert. Bei kolorektalen Karzinomen ist das
vom American Joint Committee on Cancer bzw. der Union Internationale Contre
le Cancer (AJCC/UICC-TNM) eingefihrte TNM-System der internationale
Standard fiur die pathologische Tumorklassifikation. Diese Klassifikation liefert
jedoch nur eine begrenzte prognostische Information und sagt den Nutzen
bestimmter Therapien nicht genau voraus (20). Mit Ausnahme der
Mikrosatelliteninstabilitat  lieferten  neuere  molekulare  Analysen von
Rektumkarzinomen keine neuen genetischen Marker (118). Im Gegensatz dazu
ist die lokale adaptive Immunreaktion ein zuverlassiger und relevanter Parameter
zur Vorhersage von Rezidivrisiko und Uberleben. Die Art, Dichte und Lokalisation
infiltrierender Lymphozyten beeinflusst die Entwicklung von menschlichen
kolorektalen Karzinomen (95). Basierend auf diesen Ergebnissen, wurde ein
sogenannter ,Immunoscore” etabliert, der genauere Vorhersagen zum Outcome
fur Patienten mit kolorektalem Karzinom liefern kann als das TNM-System (23).
Doch die Ergebnisse sind keinesfalls eindeutig. Der Einfluss tumorinfiltrierender
Immunzellen bleibt weiterhin komplex und vielschichtig. Auch eine neoadjuvante
Strahlentherapie und/oder Chemotherapie kann diese Immunantwort
maoglicherweise beeinflussen. In dieser Studie untersuchten wir daher die
prognostische Rolle von Indoleamine-2,3-Dioxygenase (IDO1), einem
immunmodulierenden Enzym, und infiltrierenden zytotoxischen T-Lymphozyten
(CD8+) in lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinomen des unteren und mittleren
Drittels nach neoadjuvanter Behandlung, um weitere Erkenntnisse Uber den
prognostischen Wert hinsichtlich Uberlebensraten und in Bezug auf klinisch-

pathologische Parameter zu gewinnen.

Evaluiert wurde die Expression von IDO1 und CD8 durch immunhistochemische
Farbungen in 106 Tumorgewebeproben von Patienten nach neoadjuvanter
Radiochemotherapie und radikaler Tumorresektion. Dabei wurde die
durchschnittliche Infiltration von IDO1+- und CD8+-Zellen entlang der

Tumorinvasionsfront sowie im Stroma des Tumorzentrums und innerhalb der
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neoplastischen Zellen betrachtet und als Gesamtscore berechnet. Von den
Tumorproben, die fur die Immunhistochemie auswertbar waren, zeigten 100%
eine CD8+-Lymphozyteninfiltration und 93,4% eine positive Farbung fur IDO1.
Der IDO1-Gesamtscore korrelierte positiv mit dem CD8+-Gesamtscore flr alle
drei Lokalisationen (p=0,002, Kendall-tau-b 0,357). Ein Mehr an CD8+-
Lymphozyten fiihrte zu einer signifikanten Verschiebung hin zu einem besseren
Gesamtuberleben (Kaplan-Meier-Kurve, p=0,023), niedrigeren ypT-Kategorien
(p=0,032) und niedrigeren ypUICC-Stadien (p=0,047).

Ein hoher IDO1-Gesamtscore stellte sich als unabh&ngiger prognostischer
Marker fiir ein verbessertes Rezidivfreies Uberleben dar (HR 0,38, p=0,046) und
ein hoher CD8-Gesamtscore fur das Gesamttiberleben (HR 0,16, p=0,029).
Anders als andere Arbeiten zuvor, die aber vornehmlich im Tier- und an in-vitro-
stimulierten Modellen durchgefuhrt wurden, zeigten sich bei uns Vorteile im
Uberleben durch einen hohen IDO-Anteil. Wir sind uns der Tatsache bewusst,
dass immunhistochemische Studien keine funktionellen Rickschlisse auf das
lokale Wirken von IDO1-Expression und Lymphozyteninfiltration erlauben,
sondern lediglich eine Momentaufnahme im komplexen Zusammenspiel der
Tumormikroumgebung sind. Dennoch konnten wir mit dieser Arbeit eindeutig
zeigen, dass die Analyse des lokalen Immunphanotyps ein hilfreiches Instrument
sein kann, um Prognosen und vor allem adjuvante Therapieanséatze fur Patienten
mit  lokal fortgeschrittenem  Rektumkarzinom nach  neoadjuvanter
Radiochemotherapie besser abschatzen und langfristig an unterschiedlichen

Immunprofilen orientieren zu kénnen.
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