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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Bedeutung der intratumoral exprimierten
Thymidinphosphorylase bei Patienten mit einem Rektumkarzinom im UICC-Stadium-I1/-111
als potentiellen Biomarker zur Therapieoptimierung. Die immunhistochemischen
Untersuchungen wurden im Teilprojekt 5a (Pradiktive und prognostische Biomarker beim
lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom) der Klinischen Forschergruppe 179 (Biological
Basis of Individual Tumor Response in Patients with Rectal Cancer, http://www.kfo179.de)
retrospektiv an einer monozentrischen Studienpopulation von 223 Rektumkarzinom-Patienten

mit klinischem Langzeit-Follow-Up durchgefihrt.

1.1 Klinischer Hintergrund

1.1.1 Inzidenz und Risikofaktoren kolorektaler Karzinome

Die Gruppe kolorektaler Karzinome (KRK, Zusammenfassung von Kolon- und
Rektumkarzinomen) stellt mit 143.460 Neuerkrankungen im Jahr 2008 (73.420 Ménner und
70.040 Frauen) die dritthdufigste Krebserkrankung in den Vereinigten Staaten von Amerika
(Siegel et al. 2012) dar. In Deutschland treten vergleichbare Inzidenzen fir das KRK auf. Das
KRK ist sowohl fir Méanner (mit 14,3%) als auch fur Frauen (mit 13,5%) die zweithaufigste
Krebstodesursache in der Bundesrepublik Deutschland (Robert Koch Institut 2012). Im
Vergleich mit anderen L&ndern in der Europdischen Union hat Deutschland die hdchste
Inzidenz fur KRK. Einwohner in der Bundesrepublik haben ein etwa 4-fach hoheres Risiko,
ein KRK zu entwickeln als Menschen in lateinamerikanischen Landern (Wingo et al. 1995).
Daten der EPIC-Studie (European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition)
belegen, dass das Risiko an Darmkrebs zu erkranken mit den Erndhrungsgewohnheiten
korreliert. Rotes Fleisch, ballaststoffarme Kost und fettreiche Erndhrung erhéhen das Risiko,
wéhrend Fisch und ballaststoffreiche Kost das Risiko reduzieren (Weil 2007; Robert Koch
Institut 2006). So stieg die Neuerkrankungsrate in Deutschland zwischen 1980 und 2006 um
34% bei Mannern und um 26% bei Frauen (Robert Koch Institut 2012).

Uber 90% der Patienten mit neu diagnostiziertem KRK sind alter als 55 Jahre. Die gesetzliche
Krankenversicherung bernimmt daher die Kosten fiir eine Vorsorgeuntersuchung mit
kompletter Koloskopie ab dem 55. Lebensjahr. Bei gleichzeitiger Entfernung gutartiger
Adenome senkt dieses Verfahren die Neubildung von KRK um bis zu 77% (Brenner 2011).
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Die Sterberate fiir Darmkrebs ist in Deutschland von 1980 bis 2006 bei Mannern um 24% und
bei Frauen um 38% gesunken (Robert Koch Institut 2012).

1.1.2 Atiopathogenese

Nach der Hypothese der ,,Adenom-Karzinom-Sequenz* nach Fearon und Vogelstein aus dem
Jahr 1990 entstehen KRK durch die Ansammlung genetischer Mutationen in einem aus dreli
Stufen verlaufenden Prozess: Initiation, Promotion und Progression (Fearon und Vogelstein
1990). Fir die Manifestation eines KRK wird eine Dauer von 10 bis 15 Jahren angenommen.
Zunachst entwickeln sich Adenome durch monoklonale Expansion aus einer einzigen
genetisch veranderten mukosen Zelle. Morphologisch dufert sich diese Entwicklung in einer
tubulér, tubulovillés oder villos konfigurierten, meist gestielten Schleimhautverdnderung
(Munding und Tannapfel 2009). Das von Vogelstein et al. 1988 beschriebene Modell der
Adenom-Karzinom-Sequenz zur Entstehung von KRK beschreibt die potentielle Entwicklung
eines Malignoms aus dieser gutartigen Vorstufe (siehe Abbildung 1). Mittlerweile wurden
unterschiedliche molekulare Signalwege, die zur Manifestation eines KRK fiihren kénnen,
entschlisselt und dem Modell der ,,Adenom-Karzinom-Sequenz* hinzugefugt. Hierzu zahlen
Verdnderungen in  Onkogenen (z.B. Kirsten-ras-Protoonkogen = k-ras) und
Tumorsupressorgenen (z.B. Adenomatous-polyposis-coli = APC). Laut Fearon und
Vogelstein aus dem Jahr 1990 ist hierbei weniger die Reihenfolge als vielmehr die
Akkumulation der einzelnen Ereignisse ausschlaggebend. Dieser Ansatz beschreibt die
sporadische Entstehung der KRK.

Demgegenuber stehen die heriditar entstandenen Karzinome, die im Rahmen verschiedener
Syndrome mit einem erhéhten Risiko entstehen konnen. Sie umfassen etwa 5-10% aller KRK
(Al-Taie et al. 2001). So weisen z.B. Patienten mit der autosomal-dominant vererbten
familidren adenomatdsen Polyposis (FAP) eine Keimbahnmutation des APC-Gens auf,
welches somit seine tumorsuppressive Funktion verliert (Fendrich und Bartsch 2005).

Das mit einem Anteil von 2-5% am haufigsten vererbte KRK-Syndrom stellt das hereditére
non-polypose kolorektale Karzinom (HNPCC) dar. Etwa 2% aller KRK sind mit diesem
hereditdren Syndrom assoziiert (Aaltonen et al. 1998). Ursachlich fur diese Erkrankung sind
Keimbahnmutationen in DNA-Mismatch-Reparatur-Genen MLH-1, MSH2 und MSH6 (Al-
Taie et al. 2001). Diese Mikrosatelliteninstabilitat fuhrt zu einer Akkumulation von

Replikationsfehlern und beschleunigt die Karzinogenese (Aaltonen et al. 1998).
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Abbildung 1: Adenom-Karzinom-Sequenz (modifiziert nach Arastéh 2009, S.553)

Bei der Karzinogenese des KRK spielt die ,,Adenom-Karzinom-Sequenz* eine wesentliche Rolle. Innerhalb der
Schleimhaut (lamina epithelialis mucosae) bildet sich unter Inaktivierung des Tumorsuppressorgens APC ein
tubuldres Adenom aus. Diese Adenome kdnnen in verschiedenen Formen wachsen und haben unterschiedliche
Entartungswahrscheinlichkeiten. So entstehen aus villésen und breitbasig wachsenden Adenomen eher
Karzinome als aus tubulédren und gestielten. Sobald das Adenom die lamina muscularis mucosae durchbrochen
hat, gilt es als maligne entartet. Im Durchschnitt entarten etwa 5% aller Adenome (Arastéh 2009).

1.2 Pratherapeutische Diagnostik des Rektumkarzinoms

Obwohl die anatomischen und physiologischen Unterschiede das Rektum als ein eigenes
Organ definieren (Becker und Liersch 2006), wird in epidemiologischen Studien nur selten
zwischen Kolon- und Rektumkarzinomen unterschieden (zusammengefasst als KRK). Um
eine effektive, moderne und zugleich gezieltere, individuellere Therapie durchfiihnren zu
konnen, sollten Kolon- und Rektumkarzinome nach eigenen ,Organ-spezifischen®
Therapieverfahren behandelt werden (Hong et al. 2012). Zudem sind im vergangenen
Jahrzehnt erhebliche Fortschritte in der Diagnostik und Therapie des Rektumkarzinoms erzielt
worden (Liersch et al. 2005). Daher wird nach der aktuellen UICC/TNM-Klassifikation (siehe
unten) zwischen Kolon- und Rektumkarzinomen unterschieden (Wittekind und Sobin 2002;
Wittekind und Meyer 2010). In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich
Rektumkarzinome untersucht (siehe unten).

Fur eine patientenorientierte und tumorstadiengerechte Therapie sind folgende Stagingunter-

suchungen notwendig:
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Bei der digital rektalen Untersuchung kann die Schleimhaut des Rektums und die Funktion
des Sphinkters beurteilt werden. Gleichzeitig kann bei klinischem Verdacht auf ein
Rektumkarzinom die Verschieblichkeit des Tumors gegentiber der Schleimhaut, der
Darmwand und dem umgebenden Gewebe geprift werden (Klassifikation nach Mason,
siehe Anhang).

Durch eine Messung per starrer Rektoskopie wurde die Hohe des Tumors und dessen
Lokalisation im Rektum (bis < 16 cm ab der Anokutanlinie) erfasst (Fieldling et al. 1991).
Zudem wurden die Malignome dem unteren (<6 cm), dem mittleren (6 bis <12 cm) und dem
oberen (12 bis 16 cm) Rektumdrittel zugeordnet.

Weiterhin wurde wahrend der Rektoskopie ein rektaler Ultraschall (rES) durchgefiihrt. Bei
dieser Untersuchung wurde ein Rotorschallkopf transrektal eingeflihrt. In der Hand des
gelibten Untersuchers weist die rES eine hohe Sensitivitat und Spezifitat auf. Die rES ist der
konventionellen Computertomographie (CT) in Bezug auf die Diagnostik der lokoregionéren
Tiefeninfiltration des Karzinoms signifikant tberlegen (Liersch et al. 2003).

Zuletzt erfolgte wahrend der starren Rektoskopie eine Biopsie des Tumors. Diese wurde
durch einen Pathologen beurteilt und diente dem pratherapeutischen Karzinomnachweis und
Grading (siehe Kapitel 1.3). Nach Mdglichkeit wurde darauf geachtet, die Biopsie und die
rES wahrend derselben Rektoskopie durchzufuhren. Auf diese Weise verhinderte man ein
Overstaging des Tumors wahrend der rES durch den untersuchenden Arzt, hervorgerufen
durch eine reaktive LymphknotenvergroBerung nach der Biopsie (Liersch et al. 2007). Als
Goldstandard gilt heutzutage neben der rES eine pelvine Magnetresonanztomographie (MRT)
zur Beurteilung der Tumorausdehnung und der Lymphknoteninfiltration (Borsdorff 2010;
Schmiegel et al. 2008a), dieses ist jedoch in Deutschland noch nicht flachendeckend
verfugbar.

Zusatzlich wird bei der pratherapeutischen Staginguntersuchung eine Koloskopie zum
Ausschluss eines Zweitkarzinoms durchgefiihrt. Eine laborchemische Blutbildkontrolle
umfasst die pratherapeutische Untersuchung der Tumormarker (CEA, CA-19-9). Diese dienen
in der Nachsorge des Patienten als Verlaufsparameter (Schmiegel et al. 2008a). Eine
Abdomen-Sonographie und ein RoOntgen-Thorax in zwei Ebenen dienen vor allem dem
Ausschluss von moglicherweise bereits vorhandenen Fernmetastasen.

Das Stagingsergebnis mit Festlegung des cUICC-Stadiums (Union internationale contre le
cancer) entscheidet 0ber die Wahl der Operationstechnik und das ggf. notwendige

multimodale Behandlungskonzept.
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1.3 Klassifikation des Rektumkarzinoms

Nach erfolgter histopathologischer Aufarbeitung des Resektates erfolgt die TNM-/UICC-
Klassifikation:

Der T-Status beschreibt hierbei die Infiltrationstiefe des Primartumors in die umliegenden
Wandschichten (siehe Tabelle 1).

Die Erfassung des regiondren Lymphknotenbefalls (N-Status) sollte nach TNM-/UICC-
Kriterien wenigstens auf 12 intraoperativ entnommenen und histopathologisch untersuchten
Lymphknoten basieren (die American Association for Cancer Research fordert 14
Lymphknoten) (Hermanek, P 1995; Leibl et al. 2003; Wittekind und Meyer 2010). Um eine
maoglichst genaue Beurteilung des N-Status zu gewahrleisten, sollten alle Lymphknoten eines
Resektates untersucht werden. Diese Forderung zu erfullen, ist mit der tblichen manuellen
Lk-Dissektion zeitaufwendig und nach einer prdoperativen Radiochemotherapie hé&ufig
erschwert. Derzeit gibt es Bemuhungen die histopathologische Aufarbeitung der
Lymphknoten zu verbessern. Zu diesen Methoden zéhlt die Acetonkompression des
mesorektalen Weichgewebes, als alternative oder ergdnzende MalRnahme zur manuellen LK-
Dissektion (Gehoff et al. 2012).

Auch Ergebnisse aus einer Arbeitsgruppe innerhalb unserer Klinischen Forschergruppe 179
konnten, in Bezug auf das Auftreten von Rezidiven und das Gesamtiberleben, die
prognostische Bedeutung der Lymphknotenmetastasen bei Patienten mit lokal
fortgeschrittenem Rektumkarzinom (UICC-I1/-111) hervorheben (Sprenger et al. 2010a;
Sprenger et al. 2010b).

Der M-Status gibt an, ob bereits eine Fernmetastasierung vorliegt. Die Ausbreitung der
Metastasierung erfolgt bedingt durch das vendse System und die ableitenden Lymphbahnen.
Je nach Lokalisation des Tumors im Rektum kann dies tber unterschiedliche Wege erfolgen:

- Uber die Arteria rectalis superior zur Vena porta in die Leber (8,1%)

- Uber die Arteria rectalis inferior zur Vena cava inferior in die Lunge (7,2%). Auch
andere  Organe, wie umliegende Lymphknoten, Peritoneum und das
Skelettsystem (9,0%) konnen betroffen sein.

In der vorliegenden Dissertation wurde die zum Zeitpunkt der Untersuchung giltige UICC-
Klassifikation 2002 genutzt (siehe Tabelle 1). Seit 2010 gibt es eine aktualisierte Version der
UICC-Klassifikation (siehe Anhang).
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TNM-Klassifikation UICC-Stadium

T Primartumor

Tis Carcinoma in situ -

T1 Tumor infiltriert die Submukosa I

T2 Tumor infiltriert Tunica muscularis I

T3 Tumor infiltriert Subserosa und perirektales I
Gewebe

T4 Tumor infiltriert angrenzende Organe und/oder

das viszerale Peritoneum I

N Regionare Lymphknoten

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1-3 regiondren Lymphknoten Il

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren i
Lymphknoten

M Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden v

Tabelle 1: TNM-Klassifikation nach Wittekind und Sobin, 2002

Im Rahmen des Stagings kommt es zu einer Beurteilung des Tumors nach den TNM-Stadien. In diesem Rahmen
wird die Ausdehnung des Priméartumors (Tx-T4), der Lymphknotenstatus (Nx-N2) und der Metastasierungsstatus
(M0-M1) beurteilt. Anhand der TNM-KIassifikation werden aulerdem Tumoren nach den UICC Stadien von 0
bis IV eingeteilt.

1.4 Neoadjuvante Therapie des lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinoms

Nach den aktuellen S3-Leitlinien und ESMO-Guidelines (European Society for Medical
Oncology) wird flr das lokal fortgeschrittene Rektumkarzinom (cUICC-I11/-111-Stadien) eine
praoperative (d.h. in neoadjuvanter Intention) kombinierte Radiochemotherapie (RT/CTX),
mit 5-FU als Radiosensitizer, empfohlen (Schmiegel et al. 2008a; Schmoll et al. 2012).

Das Risiko, innerhalb von 5 Jahren an einem Lokalrezidiv zu erkranken, konnte durch
Anwendung der totalen mesorektalen Exzision (TME) in den vergangenen 20 Jahren um bis
zu 30% (auf unter 15%) reduziert werden (Liersch et al. 2009). Dies resultiert aus den 2004
publizierten 5-Jahres Ergebnissen der CAO/ARO/AIO-94-Phase-111-Studie (FOrdernummer
der Krebshilfe: 70-587) der German Rectal Cancer Study Group (GRCSG). In dieser Studie
wurden die Auswirkungen einer neoadjuvanten RT/CTx gegentber der bis dahin blichen
postoperativen RT/CTx (50,4 Gy und 5-Fluorouracil-Mono-Chemotherapie), bezogen auf die
Lokalrezidivrate und das Gesamtiberleben, geprift. Verglichen mit der Kontrollgruppe
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konnte durch die neoadjuvante RT/CTx das Risiko fiir ein Lokalrezidiv von 13% auf 6%
gesenkt werden. Dieser Effekt war auch nach 10 Jahren noch signifikant nachweisbar (Sauer
et al. 2012). Zudem traten weniger akute und spate Nebenwirkungen in der neodajuvanten
Therapie-Gruppe auf. Fir das Gesamtiiberleben konnte jedoch kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (Sauer et al. 2004; Sauer et al. 2012).

Durch die neoadjuvanten RT/CTx konnte bei 8% der Patienten eine komplette
Tumorremission mit einem tumorfreien 5-Jahres-Uberleben (Disease Free Survival: DFS)
von 86% festgestellt werden (Rodel et al. 2005). AuBRerdem zeigten die Ergebnisse der
CAO/ARO/AIO-94, dass die neoadjuvante Therapie bei bis zu 19% der Patienten zu einer
Modifizierung der urspriinglich geplanten Operationsstrategie im Hinblick auf einen
Kontinenzerhalt fuhrte (Liersch et al. 2005).

1.4.1 Aktuelle Therapieansatze zum Zeitpunkt der Untersuchung

Nach dem derzeitigen Kenntnisstand ist das individuelle Ansprechen des Rektumkarzinoms
auf eine RT/CTx sehr unterschiedlich und kann vom kompletten Therapieversagen
(,,Nonresponder*), tiiber ein intermedidres Therapieansprechen bis zur kompletten
Tumorregression (,,Komplettresponder*, ypTO ypNO MO) reichen. Um diesen Unterschieden
therapeutisch gerecht zu werden, sind neue Medikamente, die zeitliche Sequenz der einzelnen
therapeutischen Schritte und die Einfuhrung molekularer Marker zur Responsepradiktion
Gegenstand klinischer Forschung und Studien. Man hofft, dass Patienten zukunftig Response-
adaptiert behandelt werden konnen. Komplettresponder kénnte man weiterhin nach den
gegenwartigen Leitlinien therapieren, Nonresponder missten alternativ behandelt werden.
Unter Nutzung evaluierter, pradiktiver Biomarker konnten so z.B. intermediédre Responder mit
einer intensivierteren RT/CTx (mit 5FU+Oxaliplatin), und anschlieBender adjuvanter CTx
behandelt werden (Liersch et al. 2010).

Als Nachfolgestudie der im Jahr 2004 erstmals publizierten CAO/ARO/AIO-94-Studie wurde
die CAO/ARO/AI0-04 durch die GRCSG initiiert (Studiennummer: NCT 00349076). Hierbei
handelt es sich um eine Phase-11I-Studie fiir lokal fortgeschrittene Rektumkarzinome der
beiden unteren Rektumdrittel (O bis <12cm ab Anokutanlinie) (Rodel et al. 2012). Im Rahmen
dieser Studie wird im Prufarm zusétzlich zur préoperativen RT/CTx Oxaliplatin eingesetzt.
Wahrend der postoperativen Phase erhélt diese Gruppe Oxaliplatin und zusétzlich Folinsaure
(Leukovorin) zur Verstarkung der Wirkung von 5-FU. Die Kontrollgruppe erhélt die bisherige
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Standard-Monotherapie mit 5-FU. Mit dieser Studie wird konsequent aufbauend auf der
CAO/ARO/AIO-94-Studie versucht, die Komplettremissionsrate zu steigern und das DFS und
OS zu verbessern.

Rektumkarzinome mit UICC-Stadium-Il und -111 des oberen Rektumdrittels (12 bis 16cm ab
Anokutanlinie) werden gegenwartig im Rahmen der GAST-05 (German Advanced Surgical
Trial  Group)-Studie  (internationale  Studiennummer:  ISRCTN35198481), einer
multizentrischen Add-on-Studie zur CAO/ARO/AIO-04, primdr mit einer Operation
behandelt: Dabei wird im Studienarm A eine TME, im Arm B eine potentiell
nervenschonendere, partielle mesorektale Exzision (PME) durchgefiihrt. Eine adjuvante CTx
mit 5-FU, Folinsdure und Oxaliplatin erfolgt fiir beide Gruppen geméal? den Vorgaben der
CAO/ARO/AIO-04-Studie.

GAST-05
b 4.5 W thermpisfieie -
i
- | Staging | [ operation | et per
k \ Folinsdure

3/3 Arm B:
12-16 em ab PME

Anckutanlinie_|

Rektumdrittel
bei starrer
Rektoskopie

CAO/ARO/ATO-04
Kontrollgruppe
5-FU mono + RT
213
6-12 e¢m ab
\ Kontrollgruppe
5-FU mono + RT

.. ' 7
Anokutantinie | | (7o
\

5-FU+

Oxaliplatin +
Folinsaure

[ Zo~=rmmmo|

1/3
0-6 cm ab
Anckutanlinie_|

Abbildung 2: Aufbau der GAST-05- und der CAO/ARO/AIO-04-Studie (modifiziert nach

Liersch et al. 2009)

Therapiestratifizierung beim (c)UICC-1I/1I1-Rektumkarzinom nach Hohenlokalisation ab Anokutanlinie.
Tumoren im unteren und mittleren Rektumdrittel (0-12 cm) werden nach dem Therapieregime der
CAO/ARO/AIO-04 behandelt. Gegenwartig wird zusétzlich in der GAST-05-Studie gepriift, ob Tumoren im
oberen Rektumdrittel (12-16 cm) mit einer PME ausreichend versorgt werden kénnen.
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1.5 Chirurgische Therapie des Rektumkarzinoms

Fur die Wahl der Therapie (primare Operation oder neoadjuvante Therapie) sind das
Tumorstadium und die Tumorlokalisation des KRK entscheidend. Ebenso muss das
individuelle Risikoprofil (Komorbiditét, verbleibende Lebensqualitidt nach der multimodalen
Therapie, rezidivfreies Uberleben, Gesamtiiberleben etc.) des Patienten beriicksichtigt werden
(Liersch et al. 2005). Bei allen Operationstechniken sollten onkologische
Resektionsprinzipien wie die ,,En-bloc-Resektion” und die ,,no-touch-Technik* gewahrt
werden (Liersch et al. 2007). Diese sollen die mechanisch bedingte (iatrogene) Streuung
einzelner Tumorzellen in das umliegende Gewebe oder den Blutkreislauf verhindern.

GemaR den S3-Leitlinien und der aktuellen ESMO-Guideline (Schmoll et al. 2012) sind
folgende drei Resektionsverfahren bei primaren Rektumkarzinomen Gblich: die tiefe anteriore
Rektumresektion (TARR), die abdomino-perineale Rektumextirpation und die intersphinktére
Rektumresektion.

Das jeweilige OP-Verfahren richtet sich nach der Hohenlokalisation und Tiefeninfiltration des
Karzinoms, wobei grundsatzlich das Verfahren mit groRter onkologischer Sicherheit bei
gleichzeitig geringstem Risiko fiir einen Funktionsverlust zu bevorzugen ist.

Lokal fortgeschrittene Rektumkarzinome erfordern bei einem kurativen therapeutischen Ziel
eine umfassende multimodale und interdisziplindre Behandlung, eine alleinige lokale
chirurgische Tumorresektion gilt als nicht ausreichend. Neben einer Resektion des Tumors im
gesunden Gewebe (RO-Resektion) ist die TME hierbei die Therapie der Wahl, da sie die
komplette Entfernung des Lymphabflusses gewdhrleistet und das Lokalrezidivrisko verringert
(Heald et al. 1982).

Ist der Tumor im unteren (bis<6cm ab Anokutanlinie) oder mittleren Rektumdrittel
(6 bis <12 cm ab Anokutanlinie) lokalisiert, folgt eine tiefe anteriore Rektumresektion
(TARR) mit TME nach neoadjuvanter RT/CTx.

Eine PME hingegen umfasst die Durchtrennung des Rektums und des Mesorektums 5 cm
distal des aboralen Tumorrandes im rechten Winkel zur Darmladngsachse und wird Kkurativ
lediglich bei Tumoren im oberen Rektumdrittel (12 bis <16 cm ab Anokutanlinie)
durchgefuhrt (siehe Kapitel 1.4.1). Sowohl die TME als auch die PME sollten unter
groRtmaoglicher Schonung des Plexus hypogastricus superior, der Nn. hypogastrici und der
Plexus hypogastrici inferiores sinister und dexter erfolgen.

Direkt supraanal gelegene Tumoren (>cT2) infiltrieren hdufig den Sphinkter und erlauben

keine kontinenzerhaltende Operation. Daher ist in diesen Féllen die radikalste
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Rektumresektion, eine abdominoperineale Rektumextirpation, notwendig (Becker und Liersch
2006). Bei der abdominoperinealen Rektumextirpation (APR) wird zur TME en bloc der
Sphinkterapparat, ein Teil der Beckenbodenmuskulatur und das perineale Fettgewebe
entfernt.

Eine alternative Operationstechnik ist die erweiterte abdomino-sakrale Rektumexstirpation
nach Holm mit Teil- oder Komplettresektion des M. levator ani und des Sakrums bzw. der
SteiBbeinspitze (Holm et al. 2007).

1.6 Adjuvante Therapie des lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinoms

Eine postoperative Therapie in adjuvanter Intention ist bei Rektumkarzinomen im UICC-I-
Stadium nach einer RO-Resektion nicht indiziert.

Eine leitliniengerechte Therapie sieht aber vor, dass Patienten mit einem Rektumkarzinom im
(y)pUICC-Stadium-11 und —IIl (der Buchstabe (y) beschreibt den Zustand nach erfolgter
neoadjuvanter Radiochemotherapie) eine adjuvante Chemotherapie mit 5-FU mono in einem
Abstand von 4-6 Wochen nach der Operation erhalten (Schmiegel et al. 2008a; Schmoll et al.
2012).

Patienten im selben Tumorstadium, die zuvor aber keine neoadjuvante Therapie bekommen
konnten, sollten eine adjuvante Kombinationstherapie aus 5-FU mono und Bestrahlung
erhalten (Schmiegel et al. 2005; Schmiegel et al. 2008b). Durch die zusatzlich zur
Bestrahlung hinzugefiigte Chemotherapie konnte, im Vergleich zur Kontrollgruppe, die
Lokalrezidivrate gesenkt und das Gesamtuberleben verbessert werden (Krook et al. 1991;
Gastrointestinal Tumor Study Group 1985). Bei einer R1-Resektion oder einem
intraoperativen Tumoreinriss sollte stets eine adjuvanten RT/CTx zur Reduktion des

Lokalrezidiv-Risikos erfolgen (Liersch et al. 2005).

1.7 Pharmakokinetische und pharmakodynamische Eigenschaften von
5-Fluoruracil

5-Fluoruracil (5-FU) ist ein Medikament aus der Gruppe der Pyrimidinanaloga und wird seit
Uber 50 Jahren als Zytostatikum beim metastasierten Mammakarzinom und beim KRK
eingesetzt. 5-FU wird, aufgrund der variablen Resorption nach oraler Applikation,
vorzugsweise intravends verabreicht oder seit dem Jahr 2001 in Form des oralen Prodrugs
Capecitabin (Xeloda ®) appliziert (Petz 2006; Aktories et al. 2006).

10
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5-FU ist ein Analogon der Nukleinbase Uracil und unterscheidet sich von dieser durch eine
Fluorierung am 5. Kohlenstoffatom des Pyrimidinringes. Nach Aufnahme aus dem
Blutkreislauf erreicht 5-FU intrazellular seine Wirksamkeit; indem es mit einer Ribose
phosphoryliert wird; es entsteht 5-Fluoruridinmonophosphat (5-FUMP).

Wird 5-FU durch TP mit einer Desoxyribose phosphoryliert, so entsteht hingegen
5-Fluoro- 2'-deoxyuridine (5-FdUrd). Die zytotoxische Wirkung von 5-FU beruht im
Wesentlichen auf den beiden genannten Molekilen und den folgenden metabolischen
Schritten (Schilsky 1998):

1. 5-FUMP wird zu 5-Fluoruridintriphosphat (5-FUTP) phosphoryliert und konkurriert
nun mit dem physiologischen Nukleosid, dem Uridintriphosphat (UTP), um den
Einbau in die RNA. Dies fihrt zu einer fehlerhaften RNA-Synthese und schlief3lich zu
einer gestorten Proteinbiosynthese.

2. 5-FdUrd wird zytoplasmatisch von der Thymidin-Kinase zu 5-Fluordesoxyuridin-
monophosphat (5-FAUMP) umgewandelt. Die folgenden beiden enzymatischen
Mechanismen basieren auf der Wirkung von 5-FdUMP:

a) 5-FdUMP kann zu 5-Fluordesoxyuridintriphosphat (5-FAUTP) phosphoryliert
und von der DNA-Polymerase anstelle von Desoxythymidintriphosphat
(dTTP) in die DNA eingebaut werden. In der Folge kommt es zu einem
Abbruch der Transkription.
b) 5-FAUMP hemmt TS und inhibiert somit die Umwandlung von Desoxyuridin-
monophosphat (dUMP) zu Desoxythymidinmonophosphat (dTTP). In der
Folge wird die Synthese des DNA-Strangs verhindert und es kommt zu einer
Wachstumshemmung mit anschlielendem Zelltod (,,thymidine-less cell
death*) (Efferth 2006). Dieser zuletzt genannte metabolische Mechanismus
scheint primér verantwortlich fiir die zytotoxische Wirkung von 5-FU zu sein
(Schilsky 1998).
Ein geringer Teil von 5-FU wird unverandert Gber die Niere ausgeschieden, der groRte Teil
wird aber in der Leber abgebaut (Pinedo und Peters 1988). Die Halbwertszeit im Blutplasma
betragt nur etwa 10-20 min (TEVA Deutschland Fachinformation 2007). Ein Schliisselenzym
fur den Abbau und die Ausscheidung von 5-FU ist die Dihydropyrimidin-Dehydrogenase
(DPD). Dieses Enzym kommt vor allem in der Leber vor und katalysiert sowohl den Abbau
von korpereigenen Pyrimidinen als auch den Abbau von 5-FU. Durch einen genetischen
Polymorphismus in der Bevolkerung kommt es zu variablen Auspragungsgraden dieses

Enzyms im Tumorgewebe von betroffenen Patienten. Dies fuhrt zu abweichenden Bio-
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verfiigbarkeiten von 5-FU mit unterschiedlich hohen Blutplasmaspiegeln. Daraus resultieren
verschieden starke zytostatische Wirkungen des Medikaments im Karzinomgewebe.
Aullerdem flhren die Unterschiede in der DPD-Expression und -Aktivitdt zu ganz
unterschiedlichen, therapieassoziierten Toxizitdten bzw. unerwiinschten Nebenwirkungen
(Lordick et al. 2010). So koénnen einzelne Patienten eine starke Diarrhd, Mukositis und
Panzytopenie entwickeln.

Weitere bekannte Nebenwirkungen sind Ubelkeit und Erbrechen, rektale Blutungen,
Volumenmangel, Hautveranderungen und neurologische Stérungen wie zerebellare Ataxien
und kognitive Dysfunktionen (Wollmer und Neubauer 2011). Treten unter der Therapie mit
5-FU schwere kardiale Nebenwirkungen, wie Koronarspasmen oder ein Myokardinfarkt auf,
muss das Chemotherapieregime unter Verzicht auf 5-FU gewechselt werden (Spencker et al.
2007).

Bei Patienten mit einem seltenen kompletten DPD-Mangel akkumuliert 5-FU im Korper und

kann zu einer lebensbedrohlichen Intoxikation fiihren (Lordick et al. 2010).

12
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5-FU-Metabolismus
BnEe N 7Zytoplasma

el lkern
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hemmt

5-FdUrd === 5.FdUMP —>—>5-FdUTP

5-FU

5-FUrd == 5.FUMP —> —>>S5-FUTP

Abbildung 3: Intrazelluldrer 5-FU-Metabolismus

5-FU bzw. Capecitabin gelangt Giber die BlutgeféBRe zu den Tumorzellen und wird von den Zellen aufgenommen.
TP sorgt fur eine Umwandlung von Capecitabin zu 5-FU. Anschlieend wird 5-FU durch TP zu 5-FdUrd oder
durch die Uridinphosphorylase (UP) zu 5-FUrd umgewandelt. Die Metaboliten von 5-FU koénnen aufgrund ihrer
Ahnlichkeit zu den Pyrimidinbasen Cytosin, Thymidin und Uracil in die DNA bzw. RNA eingebaut werden und
bewirken somit eine fehlerhafte Synthese des Erbmaterials. Dies fuhrt zu einer Hemmung des Zellwachstums
und der Zellteilung.

Aulerdem sorgt der Metabolit 5-FAUMP fiir eine Hemmung des Enzyms Thymidylat-Synthase (TS), welches
normalerweise fir die katalytische Umsetzung von dUMP zu dTMP zusténdig ist. Das Zellwachstum und die
Zellteilung werden somit auf diesem Weg zusétzlich unterbunden.

1.8 Molekulare Biomarker beim Rektumkarzinom

Obwohl etwa 45% aller Patienten auf eine neoadjuvante Therapie mit einem T-Level-
downsizing reagieren, ist es bis heute nicht mdglich vorherzusagen, welche Patienten von
diesem Therapieeffekt profitieren konnen. Ein mdoglicher Ansatz zur pradiktiven (d.h. der
Einfluss auf das Ansprechen einer bestimmten Therapie) und prognostischen (d.h. der
Einfluss auf das Uberleben) Beurteilung einer neoadjuvanten Therapie liegt in der
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Identifizierung molekularer Biomarker. In einer groRen Metaanalyse wurden sechs bisher am
h&ufigsten untersuchte Biomarker beim Rektumkarzinom geprift (Kuremsky et al. 2009).
Dies waren p53, der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor receptor:
EGFR), die Thymidylatsynthase (TS), Ki-67, p21 und bcl-2/bax.

Die Ergebnisse machten deutlich, dass das Ansprechen eines KRK auf eine neoadjuvante
Therapie nicht anhand eines einzelnen Biomarkers bestimmt werden kann. Eine hohere
Aussagekraft wird vielmehr von einer multifaktoriellen Analyse erhofft. Weitere Ergebnisse
der oben genannten Metaanalyse machen deutlich, dass die molekularen Marker TS, EGFR
und p21 kunftig in umfangreichen, prospektiven klinischen Studien Uberprift werden missen,
um detaillierte Aussagen tber den Nutzen der Biomarker treffen zu kénnen.

In einer Untersuchung an 40 Patienten priiften Jakob et al. (2006) den prognostischen Wert
der Biomarker TS, TP und der Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPD) bei Patienten mit
einem lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom im UICC-Stadium-11/-111 nach neoadjuvanter
RT/CTx. Diese Untersuchung konnte keine Auswirkung bezuglich der intratumoralen TP-
Expression auf das outcome der Patienten nachweisen. Die Autoren berichteten zudem, dass
es in der Literatur zum Zeitpunkt ihres Projekts keine umfangreichen vergleichbaren Daten an
groleren Patientenkollektiven unter standardisierten Therapiebedingungen gab und zukinftig
weitere Forschungsprojekte notwendig seien (Jakob et al. 2006).

In der vorliegenden Arbeit wird daher die Relevanz der detaillierten Analyse von TP als

Biomarker in einer umfangreichen, patientenorientierten klinischen Studie Uberprft.

1.9 Intrazellulare und therapeutische Bedeutung von TP und TS

1.9.1 Thymidinphosphorylase im Uberblick

Die Thymidinphosphorylase (TP), auch unter dem Namen ,,Platelet-derived endothelial cell
growth factor (PDGF1) bekannt, dient im Gewebe als angiogener Faktor und katalysiert
mindestens drei bekannte Reaktionen, die im Zusammenhang mit 5-FU stehen. In Krebszellen
konnten gegeniiber normalem Gewebe erhdhte Konzentrationen von TP gemessen werden
(Yoshimura et al. 1990). Als angiogener Faktor sorgt TP fur ein Wachstum des Tumors in die
Tiefe des Gewebes und eine starke Vaskularisierung des Tumors. Es wird berichtet, dass eine
hohe GefaRdichte mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit fir Metastasen und Rezidive des
Primartumors einhergeht (Takebayashi et al. 1996).
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TP ist ebenfalls ein Schllsselenzym bei der Umsetzung von 5-FU zu 5-Fluorodeoxyuridin
(5-FdUrd), welches in den aktiven Metaboliten 5-FdUTP umgesetzt wird (siehe Abbildung 3).
Aullerdem katalysiert TP intrazellular die Umsetzung von oral eingenommenem Capecitabin
zu 5-FU (Boskos et al. 2010). Studien haben gezeigt, dass bei Patienten mit metastasiertem
KRK die TP-Expression signifikant mit dem Ansprechen auf eine Therapie mit Capecitabin

und dem Gesamtuberleben korreliert (Lordick et al. 2010).

1.9.2 Thymidylatsynthase im Uberblick

Die Thymidylatsynthase katalysiert die intrazelluldre Reduktion von dUMP zu dTMP (siehe
Abbildung 3) (Lordick et al. 2010). Somit ist sie entscheidend am Pyrimidinstoffwechsel
beteiligt und fir die Synthese der Desoxyribonukleinsdure (DNA) unentbehrlich. Daher gilt
TS als Schlisselenzym im 5-FU Metabolismus und ist essentiell fir die zytostatische
5-FU-Wirkung.

Die Rolle der Thymidylatsynthase als prognostischer und préadiktiver Biomarker wurde in den
vergangenen Jahren in unterschiedlichen Studien analysiert. Die bereits in Kapitel 1.8
erwéhnte Metaanalye von Kuremsky et al. evaluierte, dass vier von finf Studien eine
signifikante Assoziation zwischen der TS-Expression und einem klinisch messbaren Ereignis
feststellen konnten. Drei dieser Studien konnten ein besseres outcome fir Patienten mit
geringer TS-Expression nachweisen (Kuremsky et al. 2009). Auch Jakob et al. konnten im
Jahr 2006 einen solchen Verlauf fur Patienten mit einer geringen TS-Expression zeigen.
Kuremsky et al. schlussfolgerte 2009 in der Metaanalyse, dass weitere Studien zur
Untersuchung der TS-Expressionsmuster durchgefiihrt werden mdissten.

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe innerhalb der KFO 179 konnte bereits im Jahr 2010
retrospektiv gezeigt werden, dass Patienten miteinem positiven Nodalstatus nach
neoadjuvanter Radiochemotherapie bei geringer immunhistochemischer Expression von TS
ein klrzeres DFS hatten. Die Analyse der préatherapeutischen Biopsien ergab fur Patienten mit
geringer TS-Expression eine signifikante Korrelation mit einem verringerten OS (Conradi
2010). Folglich konnte die Bestimmung der TS nach prospektiver Re-Validierung der Daten
durch unsere Forschergruppe, neben weiteren Biomarkern, in die histopathologische
Routinediagnostik  implementiert werden, um zukinftig eine individualisiertere

Therapiestratifizierung zu ermoglichen.
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1.10 Zielsetzung und Fragestellung

Bei allen Patienten der vorliegenden Studie wurde ein lokal fortgeschrittenes
Rektumkarzinom (UICC-Stadium-I1/-111) diagnostiziert. Die 5-FU-basierte multimodale
Therapie erfolgte interdisziplindr in der Universitatsklinik Gottingen (siehe Kapitel 2.1)
entsprechend der aktuellen S3-Leitlinie zum Rektumkarzinom (Schmiegel et al. 2008a) oder
in randomisierten, kontrollierten Phase-11/-111 Studien (siehe Kapitel 1.3.1).

Unterschiedliche Studien konnten belegen, dass das Ansprechen der Patienten mit lokal
fortgeschrittenem Rektumkarzinom auf die neoadjuvante, 5-FU-basierte RT/CTx, gemessen
am Grad der Tumorregression, sehr variabel sein kann. Die Unterschiede reichen hierbei von
Nonrespondern (TRG 0) bis hin zu Komplettrespondern (TRG 4) (Rddel et al. 2005; Liersch
et al. 2009). Fur diese Beobachtung ist am ehesten die individuelle genomische und
proteomische Struktur des Karzinoms ursachlich. In der KFO 179 wird daher mit
unterschiedlichen Methoden (siehe KFO http://www.kfo179.de) versucht, Einblicke in die
komplexe Tumorbiologie des Rektumkarzinoms zu erhalten.

Aus klinischer Sicht sollen zukinftig Therapiestrategien etabliert werden, die das individuelle
Therapieansprechen und das Risiko fernmetastatischer Rezidive beriicksichtigen. Vor diesem
Hintergrund werden in der KFO179 verschiedene Biomarker erforscht in Bezug auf ihr
pradiktives und prognostisches Potential.

Einer dieser Biomarker ist die TP, deren Stellenwert bzgl. einer Response-Préadiktion auf die
RT/CTx unklar ist.

In der vorliegenden Arbeit wird Material von 223 Rektumkarzinom-Patienten untersucht, die
im Rahmen einer standardisierten Tumornachsorge 66 Monate (Mittelwert) klinisch
nachkontrolliert wurden.

Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

1. Wie hoch ist der Expressionsgrad von TP in Zellen der pratherapeutischen Biopsie?

2. Wie hoch ist der Expressionsgrad von TP in Zellen des Rektumresektates nach
erfolgter préoperativer RT/CTx?

3. Konnen inter-/intraindividuelle Veranderungen der TP-Expression in Tumorzellen aus
der Biopsie gegenliber Tumorzellen aus dem Rektumresektat nach erfolgter RT/CTx

festgestellt werden?
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Hat die gemessene TP-Expression in Tumorzellen aus der préatherapeutischen Biopsie

einen préadiktiven Wert beztglich des Ansprechens auf eine neoadjuvante RT/CTx?

Hat die gemessene TP-Expression in Tumorzellen aus der préatherapeutischen Biopsie
einen prognostischen Wert beziiglich des rezidivfreien Uberlebens (disease free
survival: DFS) oder dem Malignom-spezifischen Gesamtiberleben (cancer specific

survival: CSS)?

Hat die gemessene TP-Expression aus residuellen Tumorzellen aus  dem
Rektumresektat nach RT/CTx einen prognostischen Wert beziiglich des DFS oder dem
CSSs?

. Wird eine Therapiestratifizierung mit TP als immunhistochemischer Laborparameter

maoglich sein? Waére eine Eingliederung in den klinischen Alltag sinnvoll?

. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Expression von TP und TS? Ist eine

Korrelation der beiden Enzyme zur Therapiestratifizierung moglich/sinnvoll?
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden in dieser Arbeit 223 Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen
Rektumkarzinom im (c)UICC-Stadium-1l und -111 untersucht. Bei den Patienten handelte es
sich um 66 Frauen und 157 Manner (siehe Tabelle 2) mit einem durchschnittlichen Alter von
67,96 Jahren (zwischen 37 und 87 Jahren alt).

Vor dem Beginn der Therapie unterzeichneten alle Patienten eine schriftliche
Einverstandniserklarung, zur Auswertung der personenbezogenen Daten, zur Durchfiihrung
der multimodalen Therapie, den notwendigen diagnostischen MalRhahmen und der Follow-Up
Untersuchungen.

Die Patienten wurden in der Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und Kinderchirurgie
(ehemaliger Direktor: Prof. Dr. Heinz Becker; Direktor seit April 2012: Prof. Dr. Michael
Ghadimi) im Rahmen der KFO 179 der Universitat Gottingen zwischen Januar 1996 und
Januar 2010 behandelt. Die Patienten wurden einer multimodalen, interdisziplinaren Therapie
in Zusammenarbeit mit der Abt. Strahlentherapie und Radioonkologie (Direktor: Prof. Dr. Dr.
Clemens-F. Hess) unterzogen.

Zunachst wurde im Rahmen des pratherapeutischen Stagings das (c)UICC-Stadium (cT, cN,
cM) diagnostiziert. Anschlielend wurde eine starre Rektoskopie zur standardisierten
Hohenlokalisation des Tumors durchgefiihrt, gefolgt von einer rES (vgl. Kapitel 1.2). Nach
der rES wurde Material bioptisch entnommen, sodass die Diagnose Rektumkarzinom
verifiziert werden konnte. Insgesamt wurde das Gewebe von 186 prétherapeutischen Biopsien
und 223 OP-Resektate im Rahmen dieser Arbeit immunhistochemisch gefarbt (siehe Kapitel

2.5) und mikroskopisch untersucht (siehe Kapitel 2.6).

Im Rahmen der Ergebnisauswertung dieser Arbeit wurde das Patientenkollektiv in 3
Subgruppen aufgeteilt (siehe Abbildung 4): Gruppe A umfasst 42 Patienten (18,8 %) aus dem
Kontrollarm der CAO/ARO/AI0-94-Studie, die alle primar operiert wurden, gefolgt von einer
adjuvanten CTx. Gruppe B enthalt 113 Patienten (50,4 %) die einer neoadjuvanten 5-FU-
Monotherapie mit RTx und anschlielfend einer adjuvanten 5-FU-Monotherapie zugefiihrt
wurden. Diese Patienten stammen aus dem Priifarm der CAO/ARO/AIO-94-Studie oder dem
Kontrollarm der CAO/ARO/AIO-04-Studie. Gruppe C enthalt 69 Patienten (30,8 %) aus dem
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Kontrollarm der CAO/ARO/AIO-04-Studie, die eine intensivierte neoadjuvante RT/CTx mit
5-FU und Oxaliplatin erhielten. Es folgte eine adjuvante Therapie mit 5-FU, Oxaliplatin und
Folinséure.

Die postoperative, histopathologische Aufarbeitung der Tumorresektate und die Bestimmung
des Tumorregressionsgrades erfolgte in der Abteilung fiir Gastroenteropathologie durch OA.
Dr. med. Hilka Rothe.

Patientenkollektiv
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Abbildung 4: CONSORT-Schema zum Therapieablauf und Studiendesign

Schematische Darstellung des Ablaufs, der Therapie und der Studie. Durchgezogene Linien beschreiben den
Weg der Therapie, gestrichelte Linien den Weg der immunhistochemischen Analyse und Auswertung.
Darstellung der verschiedenen Therapiegruppen (A, B und C) bzgl. der neoadjuvanten Behandlung.

2.2 Klinische Patientencharakteristika und pratherapeutische
Stagingergebnisse

Eine neoadjuvante Therapie erhielten 182 Patienten (81,3 %), davon wurden 113 Patienten
durch eine kombinierten RT/CTx mit einer 5-FU-Monotherapie behandelt, 69 Patienten

erhielten zuséatzlich Oxaliplatin. Die verbliebenen nicht vorbehandelten 41 Patienten
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(Gruppe A) wurden, gemaR des Kontrollarms der CAO/ARO/AIO-94-Studie (siehe Anhang),
einer primaren Operation mit anschlieBender adjuvanter RT/CTx zugefuhrt.

Bei 196 (87,9 %) Patienten wurde ein Primé&rtumor mit uT3-Status festgestellt, nur 11 (4,9 %)
Patienten hatten einen Tumor mit uT2-Status. Bei 16 (7,2 %) weiteren Patienten konnte
bereits ein organlberschreitendes Wachstum mit einer Infiltration der Nachbarorgane oder
des Peritoneums im Sinne eines uT4-Status festgestellt werden. Auflerdem wurde bei 155
(69,5 %) Patienten des gesamten untersuchten Kollektivs eine lymphogene Metastasierung
(positiver Nodalstatus cN+) diagnostiziert, eine Fernmetastasierung (cM) konnte jedoch
durch weiterfiihrende Untersuchungen (z.B. Lebersonographie und Réntgen Thorax) zumeist
ausgeschlossen werden. Somit hatten 66 Patienten (29,6 %) einen Tumor im
(c)UICC-Stadium-11, 145 Patienten (65 %) einen lokal lymphogen metastasierten Tumor im
(c)UICC-Stadium-111. Bei 12 Patienten (5,4 %) ergab sich, durch den Verdacht auf eine
Fernmetastasierung, ein (c)UICC-Stadium-1V.

Durch die starre Rektoskopie wurde bei 86 Patienten (38,5 %) ein Tumor im unteren Drittel
des Rektums (0 bis < 6 cm ab Anokutanlinie), bei 120 (53,8 %) im mittleren Drittel
(6 bis <12 cm ab Anokutanlinie) und bei 17 (7,7 %) im oberen Bereich (12 bis 16 cm ab
Anokutanlinie) diagnostiziert.

Im Rahmen der XELOX Studie aus dem Jahr 2003 wurde die Wirksamkeit und Sicherheit des
Medikaments Capecitabin (Xeloda®) zunachst allein, spater im Sinne einer intensivierten
neoadjuvanten Therapie in Kombination mit Oxaliplatin gepruft. Zu diesem Zweck wurde
Xeloda® im direkten Vergleich mit intravends verabreichtem 5-FU getestet. Das mit 5-FU
und Oxaliplatin neoadjuvant vorbehandelte Kollektiv enthélt 12 Patienten (17,4 %), welche
mit Capecitabin (Xeloda ®) behandelt wurden.

praoperative Therapiegruppe Gruppe A Gruppe B Gruppe C p-Wert
n=41 (18,4%) n=113 (50,7%) n=69 (30,9%)
Alter (Jahre)
Durchschnitt (Mittelwert) 71,780 67,734 66,057
Bereich 51-85 40-87 37-85
Geschlecht
Manner 29 70,7 84 74,3 44 63,8 0.32
Frauen 12 29,3 29 25,7 25 36,2
Tumorbeginn ab Anokutanlinie (cm)
0-6 cm 11 26,9 46 40,7 29 42,0
>6-12 cm 22 53,8 62 54,9 36 52,2 itz
12-16 cm 8 19,3 5 4,4 4 5,8
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uT Status
2 6 14,6 3 2,7 2 2,9
0.03
3 33 80,5 100 88,5 63 91,3
4 2 4.9 10 8,8 4 5,8
uN Status
Positiv 24 58,5 82 72,6 49 71,0 0,23
Negativ 17 41,5 31 27,4 20 29,0
(c)ulCC-Stadium
1l 17 41,5 31 27,4 18 26,1
1 21 51,2 79 69,9 45 65,2 o
I\ 8 7,3 3 2,7 6 8,7

Tabelle 2: Klinische Daten und Stagingergebnisse
In dieser Tabelle werden Parameter bezliglich der Anamnese und der Diagnostik der Patienten aufgelistet. Die

223 Patienten sind nach den Therapieverfahren aufgeteilt (Gruppenaufteilung siehe Abbildung 4). Die Daten
werden in absoluten Zahlen und in Prozentangaben aufgefihrt.

2.3 Probenmaterial

Fur die Analyse der 223 Patienten, die in der vorliegenden Arbeit untersucht worden sind,
standen 186 Biopsien und 223 Rektumresektate zur Verfligung. Einigen Patienten wurde die
zur Diagnosesicherung notwendige Biopsie nicht in der UMG entnommen. Die
histopathologische Aufarbeitung und Beurteilung erfolgte somit in einem auswartigen Institut,
sodass fur immunhistochemische Untersuchungen lediglich 186 bioptische Gewebeproben zur
Verfligung standen. Zudem wurden zwar 223 Rektumresektionen durchgefihrt, jedoch
konnte aufgrund einer kompletten Tumorremission (siehe Kapitel 2.3.2.1) nicht aus allen
Resektaten eine fur die immunhistochemische Analyse notwendige Anzahl vitaler

Tumorzellen gewonnen werden.

2.3.1 Pratherapeutische Biopsie

Die Biopsie wurde im Rahmen der starren Rektoskopie, wie in Kapitel 1.2 beschrieben,
entnommen. Das Material wurde anschlielend fur mindestens 24 Stunden in Formaldehyd
eingelegt und in Paraffin eingebettet. Der entstandene Paraffinblock hértete aus und konnte
gelagert werden. Somit war das Biomaterial fiir die mikroskopische Beurteilung konserviert

und konnte immunhistochemisch angefarbt werden (siehe Kapitel 2.5).
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2.3.2 Material aus dem Rektumresektat

Perioperativ. wurde zur Qualitatssicherung eine durch Fotodokumentation gesicherte
Darstellung des entfernten Mesorektums durchgefuhrt. Die Intaktheit des Mesorektums wurde
durch eine Injektion von Methylenblau in die Arteria mesenterica inferior Uberpruft (siehe
Abbildung 5).

Die Einteilung des Farbaustritts erfolgte in drei Kategorien: bei einer kompletten TME
verblieb die gesamte Farbe in den Geféalien und es kam zu keinem makroskopisch sichtbaren
Austritt. Eine inkomplette TME wurde durch flachigen Austritt von Farbe am Rand des
Préaparates definiert. Kam es zu einem grof3flachigen Farbaustritt aus angeschnittenen
Gefallabschnitten, wurde die TME als unvollstandig bezeichnet (Sterk et al. 2000) (siehe
Abbildung 6).

Abbildung 5: Beispiel fiir perioperative Qualitdtskontrolle des Rektumresektats

a) Fotodokumentation des entnommenen Rektumresektats

b) Die Arteria mesenterica inferior (hier quer ber den Nadelhalter verlaufend) wird aufgesucht und
dargestellt

¢) Kanlilierung der Arterie

d) Nach Abschluss der Kanlierung der Arterie

e) Injektion von Methylenblaulésung in die Arterie. Diese verteilt sich somit (ber das gesamte
Versorgungsgebiet der A. mesenterica inferior. Farbaustritte kdnnen Einrisse des Mesorektums
hervorheben.
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Abbildung 6: Qualitatsbeurteilung der TME (Grad I bis Ill) nach Methylenblau-Applikation
l. TME-Qualitat Grad I: kein Austritt von Methylenblaufarbstoff erkennbar, vollstandige TME
I1. TME-Qualitat Grad Il: punktformige Farbaustritte (z.B. siehe gelber Pfeil)
I1. TME-Qualitdt Grad IlI: grof3flachiger, makroskopisch erkennbarer Farbaustritt von der
aufgespannten Oberflache des Mesorektums (ventralseitig, V.a. inkomplette TME)

2.3.2.1 Histopathologische Aufarbeitung des Resektats

Das native Praparat gelangte zur weiterfuhrenden Diagnostik in die Pathologie. AnschlieRend
wurde das Préparat zundchst von auBen begutachtet und auf oberflachliche Tumor-
perforationen untersucht. Es folgte eine makroskopische Begutachtung des Resektats durch
den Pathologen nach den M.E.R.C.U.R.Y-Kriterien zur Qualitatsbeurteilung der TME
(MERCURY 2006; Fuchs et al. 20011/2012):
- Grad 1 (Gut): komplette Mesorektumexzision, nur geringe UnregelmaRigkeiten der
glatten Mesorektumoberflache.
- Grad 2 (MaRig): beinahe komplette Mesorektumexzision mit unregelmaRiger
Oberflache, Muscularis propria an keiner Stelle sichtbar.
- Grad 3 (Schlecht): Inkomplette Mesorektumexzision mit gro3flachigen Defekten des

Mesorektums, Muscularis propria gut sichtbar.
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AnschlieBend wurde das Préparat er6ffnet, nach Moglichkeit ohne den Tumor anzuschneiden.
Nun wurde der Abstand des Tumors zum aboralen Resektionsrand ermittelt. Auerdem wurde
die exakte GrofRe des Tumors und des gesamten Resektats gemessen, die Wuchsform
bestimmt und die Lage des Tumors zur peritonealen Umschlagfalte bestimmt (Becker und
Liersch 2006). Es folgte die Beurteilung des Resektats nach den zum Zeitpunkt der
Untersuchung geltenden Richtlinien der TNM-/ UICC-Klassifikation (Sobin und Fleming
1997; Wittekind und Sobin 2002; Wittekind und Meyer 2010):

- Lokalisation des Tumors im Resektat (v.a. in Bezug auf die peritoneale
Umschlagfalte)

- Histologische Beurteilung des Karzinomtyps nach der aktuellen Klassifikation der
World Health Organisation (WHO-KIlassifikation)

- Invasionstiefe des Primartumors (pT-Status)

- Regiondrer Lymphknotenstatus (pN-Status)

- Grading: die Bestimmung des Differenzierungsgrades gibt an, wie stark die
untersuchten Karzinomzellen vom urspriinglichen Gewebe abweichen (G 0-4) (siehe
Anhang)

- Die Residualtumor-Klassifikation (R-Status) beschreibt das Vorhandensein oder
Fehlen von Tumorresten an den Resektionsrdndern des Prdparates (R 0-2: keine
Tumorreste vorhanden — mikroskopisch erkennbare Tumorreste — makroskopisch
erkennbare Tumorreste).

- Invasion in die Venen (Von/2) oder Lymphgefaie (Los)

- Angabe des Tumorregressionsgrades (TRG 0-4) bei vorausgegangener neoadjuvanter
Therapie.

Durch den Tumorregressionsgrad lasst sich histopathomorphologisch die Response eines
Tumors auf eine préoperative Therapie beurteilen. Die Einteilung erfolgt in sechs Gruppen
und orientiert sich an den Vorgaben von Dworak et al. aus dem Jahr 1997. Aufgrund der
erheblichen mdglichen Unterschiede innerhalb eines TRG 3 (Regression von 50% bis 99%)
wurde in der vorliegenden Arbeit noch zwischen TRG 3a und TRG 3b unterschieden (siehe
Tabelle 3).

AbschlieBend wurde das Praparat in Formaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet. Eine
weitere Verwendung, z.B. im Rahmen einer immunhistochemischen Anfarbung, war somit

maoglich (siehe Kapitel 2.5).
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Grad der
Tumorregression
TRGO

TRG 1

TRG 2

TRG 3

3a und 3b*

TRG 4

Beschreibung
Keine Regression

Leichte Regression (1-25%): Tumormasse dominant mit sichtbaren Firbosen und/ oder
Vaskulopathien (bei < 25% der Tumormasse)

Moderate Regression (25-50%): Uberwiegend fibrotische Veranderungen (bei 25-50 % der
Tumormasse) mit wenigen Tumorzellen (leicht zu finden).

Gute Regression (50-99%): Sehr wenige Tumorzellen (schwer zu finden) im fibrotischen
Gewebe (< 80 %).

Zusétzliche Unterscheidung zwischen TRG 3a (Regression 50-75%) und 3b (75-99%)
maglich.

Komplette Regression (100%): Keine Tumorzellen, komplett fibrotisches Gewebe

Tabelle 3: Einteilung der Tumorregressionsgrade (modifiziert nach Dworak et al. 1997)
*Modifikation innerhalb der vorliegenden Untersuchung

2.4 Follow-Up-Untersuchungen

Bei einem KRK im UICC-Stadium-1I/-111, mit kurativ orientiertem Therapiekonzept, sollte

nach erfolgter RO-Resektion eine regelmalige Nachsorgeuntersuchung zur Fruherkennung

von Rezidiven stattfinden (Schmiegel et al. 2008a). Insgesamt treten postoperativ 80 % der

Metastasen in den ersten beiden Jahren auf (Liersch et al. 2005). Nicht zuletzt ist die Wahl der

Operationstechnik und die operative Qualitat entscheidend fur die Lokalrezidivrate (Bulow et

al. 2003). Nach den aktuellen Leitlinien (Schmiegel et al. 2008a) sollten sich die Nachsorge-

untersuchungen Uber mindestens 5 Jahre erstrecken und davon die ersten 2 Jahre alle 6

Monate stattfinden. Die einzelnen Untersuchungen haben dabei einen unterschiedlich hohen

Stellenwert und sind in Tabelle 4 aufgefihrt.

6 12 18 24 36 48 60
X X X X X X X
X X X X X X X
X X X X

X X

Tabelle 4: Tumornachsorgeplan bei Patienten mit Rektumkarzinom im UICC-Stadium-11/-Ill
in der vorliegenden Arbeit
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Bei jeder Untersuchung sollte eine symptomorientierte Anamnese, eine korperlicher
Untersuchung und eine CEA-Wert-Bestimmung im Blut durchgefiihrt werden. Bei einem im
Verlauf ansteigenden CEA-Wert sollte eine weiterfiihrende, intensivierte Diagnostik
angeschlossen werden, um ein fernmetastatisches Rezidiv auszuschlieBen. Als
kostengunstiges und einfaches Verfahren hat auch die Sonographie zum Ausschluss von
Lebermetastasen einen hohen Stellenwert in der Nachsorgeuntersuchung.

Endoskopische Verfahren sind ebenfalls gut geeignet, Lokalrezidive oder Zweittumoren zu
erkennen. Wenn préoperativ keine komplette Koloskopie moéglich war (bei stenosierendem
Tumor) sollte diese innerhalb von 6 Monaten postoperativ folgen. Nach dem 3. Jahr
postoperativ sollte alle 5 Jahre eine routinemaBige Koloskopie erfolgen, nach
Polypenabtragung bereits alle 2 Jahre (Fuchs et al. 20011/2012, S. 309).

2.5 Herstellung der immunhistochemischen Praparate

2.5.1 Schnittherstellung

Das in Paraffin eingebettete Material wurde standardisiert im Rahmen des Teilprojekts 5 der
KFO asserviert und aufbereitet. Zundchst wurde das entnommene Tumorgewebe (siehe
Kapitel 2.3.1 und 2.3.2) in einer 4% neutral gepufferten Formaldehydlésung bei
Raumtemperatur fir 24 Stunden fixiert. Da Paraffin im Gegensatz zu Formaldehyd ein
hydrophobes Medium ist, musste das Gewebe zunéchst entwassert werden. Hierzu wurde eine
aufsteigende  Alkoholreihe verwendet, also Ethanol (Chemie Vertrieb, Hannover,
Deutschland) in zunehmender Konzentration (75% -96% - 100%). Ethanol entzieht dem
Gewebe das Wasser, anschlieBend wurde ein sogenanntes Intermedium, Xylol (Mallinckrodt
Baker B.V., Deventer, Niederlande), verwendet. Dieses verdrangt den Alkohol aus dem
Gewebe, da Alkohol ebenso wie Wasser im Paraffin fur schlechtere Schneidbarkeit sorgt.
Man bezeichnet diese Vorgehensweise als Clearing. AnschlieBend wurde das Gewebe bei
etwa 60° C mit Paraffin getrdnkt und anschliefend ausgegossen. Der entstandene Block
hértete daraufhin aus und konnte gelagert werden. Im Anschluss wurde mit Hilfe eines
Schlittenmikrotoms (Schlittenmikrotom Microm HM 430, MICROM International, Walldorf,
Deutschland; Mikrotomklingen von Feather, PFM, Koln, Deutschland) der Paraffinblock in
2um dinne Schichten geschnitten. Diese wurden anschlielend in einem Wasserbad gestreckt,
auf einen Objekttrager (Engelbrecht Medizin& Labortechnik GmbH, Edermiinde,
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Deutschland) gezogen und in einem Warmeschrank (Memmert GmbH, Schwabach,

Deutschland) tiber Nacht getrocknet. Es folgte der Farbevorgang.

2.5.2 Farbemethoden

Bei den Préparaten handelte es sich um immunhistochemische Farbungen, die auf einer
Antigen-Antikdrper-Reaktion basieren. Die Farbetechnik wird als indirekte oder Zwei-Schritt-
Methode bezeichnet (siehe Abbildung 7). Bei dieser Methode wird ein spezifischer
Antikorper eingesetzt, der an eine antigene Determinante der Thymidinphosphorylase (TP) im
Zytoplasma bindet. Der monoklonale Antikérper gehort der Gruppe der Gamma-
Immunglobuline (IgG) an und wurde aus der B-Zellreihe einer Maus nach der sogenannten
Hybridom-Technik gezlichtet. Immunglobuline haben ebenfalls antigene Bereiche, an die
weitere Antikorper binden konnen: sogenannte sekundédre AntikOrper. Diese kdnnen nun
mithilfe eines gekoppelten Enzyms, der Alkalischen Phosphatase, den Farbstoff aus den
Chromogenen produzieren. Da an einen einzelnen monoklonalen priméren Antikdrper
mehrere sekunddre Antikorper binden konnen, kommt es zu einer Signalamplifikation
(Boenisch et al. 2006).
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PA

AG

Zytoplasma

AP & ch

Abbildung 7: Indirekte Farbemethode durch Antigen-Antikérper-Reaktion
1. Primérer Antikdrper bindet an antigene Determianten von TP
2. Sekundarer Antikorper bindet an den priméren Antikorper
3. Chromogene werden hinzugegeben
4. Alkalische Phosphatase katalysiert die Reaktion von Chromogen zum Farbstoff

(Legende: AG: Antigen von TP, pA: primarer Antikorper, sA; sekundarer Antikorper;
AP: Alkalische Phosphatase, Ch: Chromogen, FS: Farbstoff)

2.5.2.1 Automatisierte Farbung

Die Farbung der Praparate wurde mit Hilfe des Farbeautomaten Benchmark XT der Firma
Ventana (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA) durchgefiihrt. Der automatisierte
Prozess bietet den Vorteil von Standardisierung und Vereinheitlichung der verwendeten
Lésungen und der Vermeidung von methodischen Unterschieden im Vergleich zur manuellen
Farbemethode. Somit konnte fiir alle Gewebeschnitte eine gleichméliige Behandlung
garantiert werden, wodurch die Prdparate besser untereinander vergleichbar waren. Die

Standardisierung und Vereinheitlichung der Farbemethode ist demnach Voraussetzung fur

28



Patienten, Material und Methoden

eine objektivere Vergleichbarkeit der Ergebnisse, sowohl innerhalb dieser Studie als auch
studientibergreifend.

Zunéchst wurde der primére Antikorper in einer Konzentration von 1:100 auf den Schnitt
aufgetragen und inkubiert. AnschlieRend wurde ein sogenanntes ultraView Universal Alkaline
Phosphatase Red Detection Kit (Ventana Medical Systems, Mannheim, Deutschland)

verwendet.

Abbildung 8: Firbeautomat Benchmark XT der Firma Ventana

Die Alkalische Phosphatase ist ein intrazelluldres Enzym, welches im humanen Gewebe der
Darmschleimhaut ebenfalls naturlich vorkommt. Um eine Kreuzreaktion der Chromogene mit
frei vorkommender Alkalischer Phosphatase zu vermeiden, wurde dem Gewebe Levamisol,
ein Enhancer, hinzugefiigt. Dieser hemmt die natirlich vorkommende Alkalische
Phosphatase. Das oben genannte Detection Kit enthalt auRerdem den Sekundarantikorper, das
Substrat Naphtol und die Chromogene Fast Red A und Fast Red B. Sobald das
Féarbeprogramm beendet war, wurden die Préparate mit spilmittelhaltigem Wasser gereinigt
und erneut durch eine aufsteigende Alkoholreihe (75% - 96% - 100%) gezogen. Xylol wird
erneut genutzt um den Alkohol und das Wasser aus dem Préparat zu entfernen und mit Vitro-
Clud (R. Langenbrinck — Labor- und Medizintechnik, Emmendingen, Deutschland) wurde es
mit einem Deckglas (Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) verschlossen.
Somit waren die Gewebeschnitte frei von Wasser und Luft fur viele Jahre haltbar.
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2.6 Mikroskopische Beurteilung der Praparate

Die gefarbten Praparate wurden anschlielend unter dem Mikroskop mit unterschiedlichen
VergroRerungen (siehe unten) betrachtet und beurteilt. Das Mikroskop Axio Imager Il (Carl
Zeiss Microlmaging GmbH, Oberkochen, Deutschland) ist mit einer Digitalkamera
ausgestattet und mit einem Desktop Computer verbunden. Somit konnten wichtige Praparate
dokumentiert werden. Die Schnitte wurden nach folgendem Schema betrachtet, um die
Intensitiat der immunhistochemischen Farbung zu beurteilen: zur Ubersicht des Praparats
wurde eine 5x-VergroRerung gewahlt. Fir die genauere Betrachtung wurde zunéchst eine
10x-, im Anschluss eine 20x- und eine 40x-VergroRerung gewahlt. Um eine bestmdgliche
Vergleichbarkeit der Ergebnisse gewéhrleisten zu kénnen, wurden standardisiert bei einer
20x-VergroBerung je 50 Zellen gitterartig abgezéhlt und ihre Farbeintensitat bestimmit.
Hellblau gefarbte Zellen wurden als nicht angefarbt (0) charakterisiert. Unterschieden werden
musste zwischen leicht rosafarbene Zellen (Intensitat 1), roten Zellen (Intensitéat 2) und kraftig
angefarbten rot-violetten Zellen (Intensitéat 3) (siehe Abbildung 9). Das Ergebnis der Zahlung
wurde in einer Tabelle festgehalten (siehe Tabelle 5) und fotodokumentiert. Insgesamt
wurden pro Préparat mindestens 200 Zellen beurteilt. Die Praparate wurden in einem zweiten
Durchgang verblindet kontrolliert und mit den ersten Ergebnissen Kkorreliert, um die
Interobserver-Variabilitdt so gering wie mdglich zu halten. Die Ergebnisse wurden von einem
weiteren unabhdngigen Untersucher (Pathologen, TP 5 KFO179) gegenkontrolliert und mit
meinen Auswertungen verglichen. Bei allen Kontrollen bestand ein Konsens bzgl. der
Férbeintensitéat.

Konnten in der mikroskopischen Untersuchung der Biopsien nicht mehr als 50 Tumorzellen

detektiert werden, so wurden diese nicht in die Analyse und Auswertung einbezogen (cutoff).

Praparat

Zellen 1-50
Zellen 51-100
Zellen 101-150
Zellen 151-200

Kommentar und Beurteilung

Tabelle 5: Noch unbearbeitete Tabelle zur Beurteilung der Praparate
Jedes Prdparat wurde einzeln nach einem bestimmten Muster untersucht und die Ergebnisse wurden in die
obenstehende Tabelle eingetragen. Es wurden Zellgruppen von stets 50 Zellen ausgezéhlt und bewertet.
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Int.

TP-Expressionsgrad

Int.

Abbildung 9: Farbeintensitaten

Farbeintensitaten der Préparate, geordnet nach steigendem TP-Auspragungsgrad.

Unterteilt wurde nach (0) keiner erkennbaren Farbung der Karzinomzellen, (1) leichter, (2) mittlerer und (3)
starker immunhistochemischer Farbung.
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Ident.Nr. des Praparates

Zellen 1-50 50/50: Int. 0

Zellen 51-100 20/50: Int.0 5/50: Int.2
25/50:Int. 1  0/50: Int.3

Zellen 101-150 21/50: Int.0 0/50: Int.2
29/50:Int.1  0/50: Int.3

Zellen 151-200 0/50: Int.0 15/50: Int. 2
35/50:Int. 1 0/50: Int.3

Kommentar und Beurteilung | Kraftig angefarbtes Praparat,
viel Tumorgewebe sichtbar

Tabelle 6: Beispiel einer Tabelle zur Dokumentation einer Praparatbeurteilung

2.7 Vorkehrungen zur Analyse der Korrespondenz von TP und TS

Die nachfolgenden Daten zur immunhistochemischen Analyse von TS (siehe Kapitel 1.9.2)
wurden nicht im Rahmen der vorliegenden Arbeit, sondern im Zuge der Dissertation von Frau
Dr. med. Lena Conradi im Jahr 2010 erhoben. Bei dieser Analyse wurden Biomaterialien
(pratherapeutische Biopsien und klinische Daten) und klinische Daten von 208 Patienten mit
Rektumkarzinomen im UICC-1I/-111 einbezogen. Die Patienten stammten, vergleichbar mit
der vorliegenden Arbeit, ebenfalls aus den Kollektiven der CAO/ARO/AIO-94- und der
CAO/ARO/AIO-04-Studien. Ein Vergleich des Patientenkollektivs der vorliegenden Studie
mit dem Kollektiv von Conradi et al. zeigte einen overlap von 177 Patienten, bei denen
sowohl die TP- als auch die TS-Expression untersucht worden war. Eine Analyse der
korrespondierenden Daten wurde ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit vorgenommen, um die
Beziehung dieser beiden Biomarker in Bezug auf eine potentielle Therapiestratifizierung
evaluieren zu kénnen.

Von den 177 Patienten erhielten 40 Patienten, aus dem Kontrollarm der CAO/ARO/AIO-94-
Studie, eine primére Operation, 137 Patienten wurden einer neoadjuvanten Therapie
unterzogen. Diese Patientenkollektive wurden getrennt voneinander untersucht, um einen
maoglichen Einfluss der neoadjuvanten Therapie beobachten zu kénnen.

Die immunhistochemische Farbemethode fir TS beruhte auf einer vergleichbaren Antigen-
Antikorper-Reaktion (Zwei-Schritt-Methode, siehe Kapitel 2.5.2) wie es die Untersuchung
von TP beinhaltete. Fiir detaillierte Informationen zur Schnittherstellung, Farbemethode und
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zur mikroskopischen Beurteilung der TS-Préparate verweise ich auf die Arbeit von Lena

Conradi.

2.8 Statistische Auswertungsmethoden

Die statistische Auswertung geschah in Kooperation mit Dr. Manuel Nietert (Abteilung fur
Medizinische Statistik der Universitatsmedizin Gottingen, Direktor: Univ.-Prof. Dr. Tim
Friede). Fur die Zusammenfihrung und Darstellung der Tabellen und Ergebnisse wurde die
Open-Source Software KNIME (Version 2.5.4, www.knime.com GmbH, Zirich, Schweiz,
access date 01.April 2012) verwendet. Mithilfe dieses Programms konnten spezifische Inhalte
graphisch dargestellt (Boxplot, Kaplan-Meyer-Kurve, Histogramm) und tabellarisch
(H-Score, Remmele-Score, p-Wert) zusammengefiihrt werden. Der Vorteil dieses Programms
ist die Visualisierung aller berechneten statistischen Abschnitte auf einem schematischen
Ubersichtsplan  (workbench). AuBerdem bietet das Programm den Vorteil der
Automatisierung der Arbeitsschritte: sobald sich in den urspriinglichen Tabellen Daten
andern, werden alle Ergebnisse und Darstellungen diesen jlngsten Verdnderungen
automatisch angepasst. Die Wahrscheinlichkeit flr einen statistisch-methodischen Fehler wird
somit bei getibtem Umgang mit der Software verringert.

Fur die Auswertung wurde der sogenannte H-Score zur medizinisch-statistischen
Untersuchung der Quantifizierung von immunhistochemischen Farbungen genutzt, um diese
maoglichst objektiv und gut reproduzierbar auswerten zu koénnen. Er ist definiert als ein
beliebiger Wert zwischen 0 und 300 und errechnet sich aus der Multiplikation der
Farbeintensitat X (0-3) und des prozentual gemessenen Anteils der Intensitat (Vilmar et al.
2012).

Beispiel:
Farbeintensitét 0 1 2 3
Anteil in Prozent % 15 35 25 25

Rechnung: 0x15+1x35+2x25+3x25=160

In diesem Beispiel ergibt sich fir das Préparat ein H-Score von 160.

Zur Darstellung der Dynamik der TP-Expressionen zwischen Biopsien und Resektaten wurde
eine Differenz aus dem H-Score der Biopsien und der korrespondierenden Resektate
berechnet. Dies wurde graphisch in Form eines Boxplots (siehe unten) oder eines Wasserfall-

Diagramms dargestellt. Dabei handelt es sich um ein spezielles S&ulendiagramm, welches
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positive und negative Wertverdnderungen im Verhaltnis zueinander anzeigen kann. Auf diese

Weise kann eine Herauf- und eine Herunterregulation der TP-Expression dargestellt werden:

Beispiel:

1) 2.

Biopsie H-Score: 212, Resektat H- Biopsie H-Score: 10, Resektat H-Score 150
Score 95 PE(H-Score) — Resektat (H-Score) = x
PE(H-Score) — Resektat (H-Score) = x 10 — 150 = -140 - Heraufregulation

212 — 95 = 117 - Herunterregulation

Der hdufig verwendete Remmele-Score (Remmele und Stegner 1987) wurde in dieser Studie
nur beim Vergleich von TP und TS angewendet. Er unterscheidet sich vom H-Score durch
einen geringfligigen Informationsverlust bei der Datenberechnung aufgrund der
Zusammenfihrungen von Datenintervallen in definierte Werte. Somit gibt der Remmele-
Score nachtraglich keinerlei Aufschluss Uber die Verteilung der Daten innerhalb dieser
priméren Intervalle. Da die Ergebnisse von Conradi et al. als Remmele-Score vorlagen, wurde

zur besseren Vergleichbarkeit der Remmele-Score fiir TP ebenfalls berechnet.

Um herauszufinden, ob es eine Korrelation

2607
zwischen den ermittelten Intensitdten der

225

oberer Whiskers (95%)

TP-Expression und den klinischen Angaben

200

aus der Datenbank gibt, wurde in der

1756

vorliegenden Arbeit der H-Score zunéchst

150

im Boxplot aufgetragen. Zur Darstellung

125

der Verteilung quantitativer Merkmale ist
die Methode des Box-und-Whiskerplots

100 Median

75T

(Tukey 1977) besonders geeignet. Dabei

507

wird jedes Kollektiv durch eine rechteckige

M - 25
Box reprasentiert und am oberen und
. _ m——— unterer Whiskers (5%)]
unteren Rand vom 1. und 3. Quartil (25% o |

Beispielkollektiv

0 : L
und 75% Quantil) begrenzt. Der Median ist Abbildung  10: Schema  zur
ein Wert, der im einfachsten Fall in der Box Darstellung eines Boxplots

liegt und anzeigt, dass 50 % der Daten groer und 50 % kleiner sind als dieser. Oberhalb und
unterhalb der Quartile liegen die sogenannten Whiskers (engl. ,,Schnurrhaare®) an und

begrenzen die 5% und die 95% Marke.
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Im Anschluss wurden Kaplan-Meier-Modelle (in Korrelation mit klinischen Ereignissen, wie
dem Auftreten von Lokalrezidiven oder von Fernmetastasen) erstellt. Die bei dieser
Schatzung entstehende Uberlebenskurve dndert sich sprunghaft nach jedem aufgetretenen
Endereignis (Kaplan und Meier 1958; Hilgers et al. 2007). Anhand der Kurve kann man
beschreiben, wie viele Patienten (Anzahl N) zu Beginn der Studie starten und wie viele im
Verlauf zu einem bestimmten Zeitpunkt ausscheiden (Anzahl d). Auf diese Weise ergibt sich
fiir die betrachteten Kollektive eine Uberlebenszeitanalyse (Weil C 2010).

Der krankheitsfreie Zeitraum zwischen der Resektion des primédren Rektumkarzinoms und
dem histopathologischen und bildgebenden Nachweis eines lokalen oder fernmetastatischen
Karzinomrezidivs wird als disease free survival (DFS) bezeichnet. Im Gegensatz dazu
bezeichnet der Begriff cancer specific survival (CSS) das Malignom-spezifische
Gesamtuberleben in einem bestimmten Zeitraum (Marubini und Valsecchi 1995). In dieser
Studie entspricht das CSS dem Versterben an dem Rektumkarzinom, synonym wird auch vom

krankheitsspezifischen Uberleben gesprochen.
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3 Ergebnisse

3.1 Perioperative Befunde

Nachdem zuvor die pratherapeutischen Patientencharakteristika bereits beschrieben worden
sind (siehe Kapitel 2.2), sind in den nachfolgenden Tabellen die Operationsmethoden (siehe
Tabelle 7) und die postoperativen, klinikopathologischen Parameter (siehe Tabelle 8)
dargestellt.

3.1.1 Operationsmethode

Wie aus Tabelle 7 ersichtlich erhielten alle 223 Patienten eine von Hdéhenlokalisation und
Tumorstadium abhéngige multimodale Therapie mit standardisierter Rektumresektion unter
kurativer Therapieintention. Da die meisten Tumoren in den unteren beiden Rektumdritteln
lokalisiert waren (0 bis < 6 cm und 6 bis < 12 c¢cm) (siehe Kapitel 2.2), wurde bei 158
Patienten (70,9%) eine tiefe anteriore Rektumresektion (TARR) mit einer totalen
mesorektalen Exzision (TME) durchgefiihrt. In 65 Féallen (29,1%) war eine APR notwendig,
da der Tumor entweder direkt supraanal lokalisiert oder eine Sphinkterinfiltration vorlag.
Zusétzlich zur TME wurde daher eine kombinierte Sphinkter- und Beckenbodenexstirpation

durchgefunhrt.
Operative Therapie Gruppe A Gruppe B Gruppe C p-Wert*
n=41 (18,4%) n=113 (50,7%) n=69 (30,9%)

OP-Methode: mittleres Rektumdrittel

Tiefe Anteriore Rektumresektion 34 83,0 70 62,0 54 78,3 0,01

Abdominoperineale Extirpation 7 17,0 43 38,0 15 21,7
OP-Methode: unteres Rektumdrittel

Tiefe Anteriore Rektumresektion 9,8 3 0,3 14 20,3

0,0001
Abdominoperineale Extirpation 17,1 43 38,1 15 21,7

Tabelle 7: Operative Therapie

In Bezug auf die Mdoglichkeit der Kontinenzerhaltung fir Operationen von Tumoren im
unteren Rektumdrittel (siehe Tabelle 7) ergab sich in Gruppe A, dass von 11 Patienten, 7 eine
APR unter Mitnahme des Sphinkterapparates erhielten (63,6%, Prozentangabe bezieht sich
auf Gesamtheit der Tumoren im unteren Rektumdrittel). In Gruppe B wurden sogar von 46
Patienten, mit Tumoren in diesem Bereich, 43 nicht kontinenzerhaltend operiert (93,5%).
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Lediglich in Gruppe C erhielten nur 15 von 29 Patienten (51,72%) nach der neoadjuvanten
RT/CTx eine APR.

3.1.2 Postoperative klinikopathologische Parameter

Bei 219 Patienten (98,2%) konnte die Entfernung des Tumors im gesunden Gewebe mit
ausreichendem Sicherheitsabstand (Ro) stattfinden. In 3 Féllen (1,3%) konnte der Tumor
makroskopisch  komplett entfernt werden, histopathologisch waren jedoch noch
mikroskopisch erkennbare Tumoranteile im Resektionsrand nachweisbar (R1). Nur bei einem
Patienten (0,5%) wurde eine makroskopisch unvollstandige Resektion (Ry) des Tumors
durchgefuhrt (siehe Tabelle 8).

Da Gruppe A eine priméare Operation mit anschlieBender adjuvanter Therapie erhielt, folgte
die Bestimmung des Tumorregressionsgrades nur in den Gruppen B und C. In beiden
Gruppen konnte oftmals eine Regression des Tumors nachgewiesen werden, die Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen sind demnach nicht signifikant (p-Wert=0,9). Eine gute
Tumorregression (50-99%) konnte bei 53,84% aller Patienten aus den Gruppen B und C
festgestellt werden. Eine komplette Regression (TRG 4, entsprechend einer histopathologisch
bestatigten (y)pTO(y)pNO Remission) des tumordsen Gewebes konnte bei 17 Patienten
(9,34%) verzeichnet werden.

Die histopathologische Resektatuntersuchung ergab, dass in Gruppe A 9 Patienten (22%) mit
dem primér im Staging ermittelten (c)UICC-Stadium-1l/-111 ein, anhand des Resektats
ermitteltes, pUICC-Stadium-I aufwiesen. Da diese Patienten keine neoadjuvante Therapie
erhielten, unterlagen sie bei der préoperativen Diagnostik somit einem overstaging. In den
Gruppen B und C wurde hingegen eine neoadjuvante Therapie durchgefiihrt, sodass man
anhand des (y)pUICC-Stadiums keine Aussage treffen kann, ob ein downsizing oder ein
overstaging stattgefunden hat. Bei einem Patienten in Gruppe A wurde praoperativ ein UICC-
Stadium-111, postoperativ histologisch ein Stadium-1V diagnostiziert.

Die postoperative Bestimmung des Tumorstadiums ergab ein (y)pTO-Stadium bei 16
Patienten (Gruppe B: 8%, Gruppe C: 10,1%). Eine Infiltration der Submukosa im Sinne eines
(y)pT1-Stadiums hatten nach erfolgter neoadjuvanter Therapie 22 Patienten, 1 Patient in
Gruppe A (2,4%), 10 Patienten in Gruppe B (8,8%) und 11 Patienten in Gruppe C (15,9%). In
Gruppe B wurden nach der neoadjuvanten Therapie mehr Tumoren mit (y)pT2-Status
beschrieben als vor der Therapie (vor der neoadjuvanter Therapie 3, nach der Therapie 29).
Ahnliche Ergebnisse fanden sich in Gruppe C (vor der neoadjuvanten Therapie 2, nach der

Therapie 15). Dementsprechend wurden weniger (y)pT3 Tumoren diagnostiziert, welche die
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Muscularis propria perforierten und somit die Subserosa infiltrierten. Waren es in den
Gruppen B und C vor der neoadjuvanten Therapie noch 163 als ¢T3 diagnostizierte Tumoren,
so konnten nach der Therapie durch das T-Level-downsizing nur noch 89 (y)pT3 festgestellt
werden. Ein organiiberschreitendes Wachstum (y)pT4 wurde bei 14 Patienten diagnostiziert,
praoperativ. wurden 16 Patienten mit einem Tumor im Stadium cT4 ermittelt.
Zusammenfassend war nach der neoadjuvanten Therapie ein downsizing in Gruppe B bei 55
Patienten (48,7%) und in Gruppe C bei 35 Patienten (50,7%) feststellbar.

Bei einem GroRteil der Patienten konnten postoperativ keine Lymphknotenmetastasen
((y)pNO) mehr nachgewiesen werden. In Gruppe A waren dies 21 Patienten (52,2%), in
Gruppe B 73 Patienten (64,6%) und in Gruppe C 51 Patienten (73,9%). Im Stadium (y)pN1
gibt es kaum Unterschiede hinsichtlich der verschiedenen neoadjuvanten Therapiegruppen.
Stadium (y)pN2 hingegen unterscheidet sich stark innerhalb der Gruppen: in Gruppe A wurde
dieses Stadium bei 11 Patienten (25,8%) ermittelt, in Gruppe B bei 14 Patienten (12,4%), in
Gruppe C bei 4 Patienten (5,8%). Man kann somit beobachten, dass es unter einer starkeren
neoadjuvanten Therapie mit Oxaliplatin zu einer Zunahme des (y)pNO-Stadiums kommt.
Umgekehrt kommt es zu einer Abnahme der Haufigkeit von Stadium (y)pN2 bei stérkerer
neoadjuvanter Therapie. In der Cox-Regressionsanalyse konnte hierbei auch ein signifikanter

Unterschied festgestellt werden (p = 0,03).

Postoperative Therapie Gruppe A Gruppe B Gruppe C p-Wert*
n= 41 (18,4%) n= 113 (50,7%) n= 69 (30,9%)
(y)pT-Status
0 0 0 9 8,0 7 10,1
1 1 2,4 10 8,8 11 15,9
2 12 29,3 29 25,7 15 21,7 O
g 26 63,4 57 50,4 32 46,4
4 2 4,9 8 7,1 4 5,8
(y)pN-Status
0 21 52,2 73 64,6 51 73,9
1 9 22 26 23,0 14 20,3 DL
2 11 25,8 14 12,4 4 5,8
Tumorregressionsgrad
0 keine Regression 0 0 0 0
1 leichte Regression (< 25%) 15 13,3 8 11,6
2 moderate Regression (<50%) 29 25,7 15 21,7 R
3 gute Regression (50-99%) 59 52,2 39 56,5
4 komplette Regression (100%) 10 8,8 7 10,1
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R-Status (lokal)
Ro 39 95,1 112 99,1 68 98,6
R; 2 4,9 0 0 1 1,4
R2 0 0 1 0,9 0 0

0,17

Tabelle 8: Postoperative klinikopathologische Parameter
Postoperativ wurde der R-Status des Resektates bestimmt, der Tumorregressionsgrad, das T- und das N-Stadium.
Die Ergebnisse des resultierenden UICC-Stadiums sind ebenfalls aufgefiihrt.

Gruppe A Gruppe B Gruppe C

cUlCC- pUICC- culCC- (y)puiCcC- cUICC- (y)puiCC-

Stadium Stadium Stadium Stadium Stadium Stadium
0 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 9 (8%) 0 (0%) 7 (10,1%)
[ 0 (0%) 9 (22%) 0 (0%) 28 (24,8%) 0 (0%) 25 (36,3%)
I 17 (415%) | 13(3L7%) | 31(27.4%) | 34(301%) | 18(261%) | 16(232%) | 920
M 21 (51,2%) 15 (36,6%) 79 (69,9%) 36 (31,8%) 45 (56,2%) 15 (21,7%)
\Y; 3 (7,3%) 4 (9,7%) 3 (5,3%) 6 (5,3%) 6 (8,7%) 6 (8,7%)

Tabelle 9: Vergleich von cUICC und pUICC/(y)pUICC

3.2 Langzeit-Follow-Up der Patienten

Alle Patienten wurden standardisiert ber einen Zeitraum von mindestens 5 Jahren
nachbeobachtet und einer systematischen onkologischen Nachsorge unterzogen, bei der alle
Verdnderungen, von Lokalrezidiven und Fernmetastasen, bis hin zu (tumorbedingten)
Todesféllen dokumentiert wurden (siehe Kapitel 2.4). Der mediane Beobachtungszeitraum fiir
die vorliegende Analyse betrug 66 Monate, bei einer Zeitspanne von 1 bis 177 Monaten.

In Gruppe A traten im Durchschnitt mehr Rezidive in Form von Lokalrezidiven oder
Fernmetastasen auf (bei 14 Patienten, entspricht 34,1%) als in den Gruppen B und C
(Gruppe B bei 33 Patienten, entspricht 29,2%, Gruppe C bei 20 Patienten, entspricht 29,0%)
(siehe Tabelle 10).

In der Gruppe A entwickelten sich drei isolierte Lokalrezidive (7,3%). In Gruppe B traten
isolierte Lokalrezidive nur bei einem Patienten (0,9%) und in Gruppe C bei zwei Patienten
(2,9%) auf. Insgesamt wurden in Gruppe A aber 7 Lokalrezidive (3 isolierte und 4
kombinierte mit Fernmetastasen, entspricht 17,1%), in Gruppe B ebenfalls 7 Lokalrezidive
(1 isoliertes und 6 kombinierte, entspricht 6,2%) und in Gruppe C 4 Lokalrezidive (2 isolierte,

2 kombinierte, entspricht 5,8%) diagnostiziert.
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Isolierte Fernmetastasen traten in Gruppe B bei 23% der Patienten auf, in Gruppe C bei

23,2%. In Gruppe A hatten 17% der Patienten isolierte Fernmetastasen. Die Gesamtheit der

Fernmetastasen betreffend (isolierte inkl. kombinierte) gab es in der H&aufigkeit jedoch nur
sehr geringe Unterschiede (Gruppe A 26,8%, Gruppe B 28,3%, Gruppe C 26,1%).
Im Ganzen gab es in den Kollektiven 36 tumorbedingte Todesfalle (16,1%). In Gruppe A

starben im untersuchten Nachbeobachtungszeitraum 8 Patienten an den Folgen eines

Rektumkarzinoms (19,0%), in Gruppe B waren es 18 Patienten (15,9%), in Gruppe C 10

Patienten (14,5%). Die Nachbeobachtungszeitraume divergieren allerdings zwischen den

Gruppen deutlich (im Durchschnitt: Gruppe A 97 Monate, Gruppe B 60 Monate und Gruppe

C 41 Monate), da die neoadjuvante Therapie (v.a. die um Oxaliplatin erweiterte) erst seit

wenigen Jahren angewendet wird.

Follow-Up-Daten Gruppe A Gruppe B Gruppe C p-Wert*
n=41 (18,4%) n= 113 (50,7%) n= 69 (30,9%)
Follow-Up (letztes Update 01/2012; durchschnittliche Dauer des Follow-Up betrégt 66 Monate)
Rezidive
keine 27 65,9 80 70,8 49 71
Lokal (isolierte) 3 7.3 1 0,9 2 2,9 0,30
Fernmetastasen (isolierte) 7 17 26 23 16 23,2
Lokal und Fernmetastasen 4 9,8 6 5,3 2 2,9
Metastasen
Leber 3 27,3 7 21,9 8 44,4
Lunge 4 36,3 10 31,3 2 11,1 0,50
Leber und Lunge 1 9,1 3 9,4 3 16,7
Peritoneal und/oder andere 3 27,3 12 37,4 5 27,8
Follow-Up time
Durchschnitt 97 60 41
Bereich 1-177 1-163 2-93
KRK-bedingte Todesfélle 8 19,0 18 15,9 10 14,5 0,10

Tabelle 10: Follow-Up-Daten

In dieser Tabelle sind alle Daten zu Lokalrezidiven, Fernmetastasen, der Dauer der Nachbeobachtung (im
Durchschnitt und im Intervall) und der Anzahl der karzinombedingten Tode aufgefiihrt.
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3.3 TP-Expressionslevel

Das TP-Expressionslevel wurde wie in Kapitel 2.3 und 2.5 beschrieben ermittelt und nach den
in Kapitel 2.6 erlauterten Methoden ausgewertet. Fir jede untersuchte Biopsie und jedes
Resektat wurde ein H-Score (zwischen 0 und 300) berechnet und nach den drei
Therapiegruppen (A, B und C) in einem Boxplot aufgetragen. Im Folgenden wird von einer
geringen TP-Expression gesprochen, wenn ein H-Score von < 1 vorlag. Dies beruht auf der
Erkenntnis, dass TP in den meisten Zellen des Korpers physiologisch vorkommt (siehe
Kapitel 1.8). Die Expression von TP war in diesen Zellen lediglich zu gering, um
immunhistochemisch nachgewiesen werden zu kénnen. Die untersuchten Préparate zeigten
insgesamt eine schwache Farbeintensitat. Die pratherapeutischen Biopsien exprimierten dabei
deutlich weniger TP als die Resektate. Zuerst wurden alle Biopsien und Resektate getrennt
voneinander betrachtet. Fir die 163 Patienten mit gepaartem Probenmaterial (d.h.
pratherapeutische Biopsie und Resektat) wurde auch die Dynamik der gemessenen Expression
ausgewertet.

Im Folgenden werden diese Ergebnisse in Form von Boxplots dargestellt.

3.3.1 TP-Expression in pratherapeutischen Biopsien

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit 186 Biopsien auf die Expression von TP
untersucht, von denen 27 Biopsien Gruppe A (14,5%), 95 Biopsien Gruppe B (51%) und 64
Biopsien Gruppe C (34,5%) zugeordnet wurden. VVon allen Biopsien wiesen lediglich 33 eine
verstarkte TP-Expression auf (17,74%).

Der Median aller drei Gruppen liegt fir die préatherapeutischen Biopsien bei 0 (siehe
Abbildung 11). In Gruppe A konnte bei 26% der Biopsien ein positiver TP-Status festgestellt
werden (n=7). Dies waren in Gruppe B 17,9% der Biopsien (n=17). In Gruppe C waren
14,1% der Biopsien TP exprimierend (n=9). Biopsien mit einer positiven TP-Expression
hatten einen ermittelten H-Score von 2 bis 55, ein einzelner H-Score betrug 200.

Der GroRteil der ermittelten Ergebnisse lag somit bei O und spricht fur eine geringe bis meist
nicht vorhandene Farbeintensitat in den Biopsien.
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Abbildung 11: Boxplot zur Darstellung der TP-Intensitat in Biopsien

Der Median liegt bei allen Gruppen bei 0. In Gruppe A wird fiir das obere Quartil ein Wert von 4 angegeben,
der obere Whisker liegt bei 10. Der hochste gemessene Wert betrug 28. Fur die Gruppen B und C liegen alle
Grenzen bei 0, es wurden lediglich 9 Ausreiler in Gruppe B (maximaler Wert 200) und 11 Ausreifer in Gruppe
C (maximaler Wert 55) gemessen.

3.3.2 TP-Expression in Rektumresektaten

Insgesamt standen flr die Analyse 199 Praparate von Rektumresektaten zur Verfugung. Hier
handelt es sich in Gruppe A um 40 (20,1%), in Gruppe B um 99 (49,8%) und in Gruppe C um
60 (30,1%) Resektate.

Eine positive TP-Expression konnte in Gruppe A bei 19 von 40 Resektaten (47,5%) gemessen
werden. In Gruppe B ergaben die immunhistochemischen Untersuchungen eine positive TP-
Expression bei 56 von 105 Préaparaten (53,3%), in Gruppe C bei 40 von 62 Préparaten
(64,5%). Bei den Resektaten liegt der Score-Wert des Median fiir die Gruppe A und B bei 0
(siehe Abbildung 12). In der Gruppe C liegt der Median bei einem Wert von 12.
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Abbildung 12: Boxplot zur Darstellung der TP-Intensitdt in den ungepaarten Resektaten

In den Gruppen A und B liegt der Median bei 0, in Gruppe C bei 12. Das obere Quartil stellt sich mit einem Wert
von 11,5 in Gruppe A, 27 in Gruppe B und 34,5 in Gruppe C dar. Der obere Whisker begrenzt in Gruppe A bei
27 genau 95% aller Werte, in Gruppe B bei 60 und in Gruppe C bei 80. Der grofte statistische Ausreiler liegt in
Gruppe A bei 94, in Gruppe B bei 260 und in Gruppe C bei 160.

3.3.3 TP-Expressionsgrad im direkten Vergleich pratherapeutischer Biopsien
und OP-Resektate

Wie bereits zu Beginn des Kapitels 3.3 erldutert, handelt es sich bei korrespondierenden
Gewebeproben um Biomaterial von jenen Patienten, deren préatherapeutische Biopsien und
Rektumresektate gleichermal’en zur immunhistochemischen Untersuchung in dieser Studie
vorlagen. Insgesamt gab es somit 163 korrespondierende Praparate, davon 26 in Gruppe A, 82
in Gruppe B und 55 in Gruppe C.

Nicht flr alle Patienten stand Material aus der Biopsie und dem Rektumresektat zur
Verfugung, da einige Tumoren durch die neoadjuvante Therapie bereits einer starken

Regression unterlagen und somit kein oder nicht mehr gentigend Tumormaterial fir eine
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immunhistochemische Untersuchung zur Verfligung stand. Diese Patienten hatten somit
mindestens einen Tumorregressionsgrad 3b oder sogar Stadium 4 (pCR).

In  Abbildung 13a wurde der TP-Expressionsgrad innerhalb der Biopsien des
korrespondierenden Materials dargestellt. In Gruppe A zeigen 7 von 26 (26,9%) Biopsien eine
positive TP-Expression, in Gruppe B 16 von 82 (19,5%) und in Gruppe C 8 von 55 (14,6%).
Auch in dieser Darstellung zeigt sich nur in wenigen Biopsien eine positive TP-Expression,
denn der Median liegt bei allen Gruppen erneut bei 0.

Abbildung 13b hingegen betrachtet die TP-Expressionsgrade von korrespondierenden
Resektaten.

In Gruppe A hatten von 26 korrespondierenden Prdparaten, 11 Resektate (42,3%) eine
positive TP-Expression. In Gruppe B wurde bei 44 von 82 Praparaten (53,7%) eine positive
TP-Expression gemessen und in Gruppe C bei 27 von 55 (49,1%).

In Gruppe A liegt der Median, ebenso wie fir die Gesamtheit aller betrachteten Resektate
(siehe Kapitel 3.3.2), bei 0 (siehe Abbildung 13b). In Gruppe B liegt der Median bei einem H-
Score von 5,5, in Gruppe C wurde ein Median mit einem Score von 12 ermittelt.
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Abbildung 13: Boxplot zur Darstellung der TP-Intensitaten in den korrespondierenden Biopsien und Resektaten
a) Der Median liegt in allen Patientengruppen bei 0. In Gruppe A liegt das obere Quartil bei 4, in den Gruppen B und C bei 0. Der obere Whisker liegt in Gruppe A bei 10,
in den Gruppen B und C wiederum bei 0. Oberhalb dieser Begrenzung liegt der groRte H-Score in Gruppe A bei 28, in Gruppe B bei 200 und in Gruppe C bei 55.
b) In der Gruppe A liegt der mediane H-Score bei 0, in Gruppe B bei 5,5 und in Gruppe C bei 12. Das obere Quartil ist in Gruppe A mit einem Wert von 12 angegeben, in
Gruppe B mit 40, Gruppe C mit 37. Der obere Whisker liegt in Gruppe A bei 30, in Gruppe B bei 100 und in Gruppe C bei 90. Der groRte gemessene H-Score lag in
Gruppe A bei 81, in Gruppe B bei 260 und in Gruppe C bei 160.
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3.3.4 Histogramme zur Darstellung der TP-Expressionslevel

Zur weiteren graphischen Darstellung der TP-Scores wurden die Ergebnisse in Form von
Histogrammen dargestellt. Auf der Ordinatenachse wurde hierbei die Anzahl n der ermittelten
Ergebnisse aufgetragen, auf der Abszissenachse der jeweilige H-Score. Um eine
ubersichtlichere Darstellung zu ermdglichen wurden die gering TP-exprimierenden Proben
(H-Score 0) mit einem separaten grauen Balken dargestellt. Starker TP-exprimierende Proben
hingegen sind mit einem roten Balken gekennzeichnet (H-Score > 0). Uber den Balken finden
sich jeweils die exakten Zahlen fur die Anzahl der ermittelten Proben. Abbildung 14a) zeigt
die Haufigkeitsverteilung innerhalb der Biopsien, Abbildung 14b) innerhalb der Resektate.
Unter den 186 Biopsien sind 153 Prdparate ohne TP-Expression, oder die Expression des
Enzyms war so gering, dass eine immhunhistochemische Anfarbung nicht méglich war. Diese
Préparate haben somit den minimalen H-Score 0, weitere 33 Préparate haben einen
H-Score >1.

Abbildung 14a stellt die TP-Expression in der Gesamtheit aller Biopsien dar. Ein einzelner
roter Balken umfasst einen Bereich von 14 Punkten des H-Scores. Der erste rote Balken
enthalt demnach alle 20 Préparate die einen H-Score von 1-14 aufweisen. Dies sind 60,6% der
33 angefarbten Biopsien. Weitere 9 Biopsien haben einen H-Score zwischen 15 und 29, eine
Biopsie liegt im Intervall von 30 bis 44 und 2 weitere Biopsien liegen zwischen 45 und 59
Punkten. Der H-Score Bereich von 60 bis 199 enthdlt keine gemessenen Ergebnisse. Eine
weitere Biopsie hat, wie bereits in Kapitel 3.4.1 aufgefiihrt, einen ermittelten H-Score von
200.

Abbildung 14b hingegen beschreibt die Verteilung der gesamten Resektate. Diese 199
Préparate enthalten 91 (45,73%) die einen H-Score von 0 aufweisen. Genau 43 Préparate
(21,6%) haben eine Farbeintensitét, die einen H-Score von 1 bis 18 aufweist. Folgende rote
Balken des Histogramms markieren stets Intervalle von 18 Punkten des H-Scores. Zu
erkennen ist, dass unter den angefarbten Praparaten die Verteilung in den niedrigen H-Score
Intervallen deutlich groRer ist, als in hoheren Bereichen. Somit liegen 84 (77,78%) der 108
angefarbten Préparate in den ersten 3 Intervallen (1 bis 54).
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Abbildung 14: Histogramme zur Darstellung der TP-Level in Biopsien und Resektaten
a) Histogramm zur Darstellung der TP-Expression in Biopsien anhand des H-Scores und der Anzahl der ermittelten Ergebnisse. Der graue Balken stellt die Verteilung der
gering TP-exprimierenden Biopsien dar und enthalt 153 Praparate, die roten Balken bilden Intervalle im Abstand von je 14 Einheiten des H-Scores. Die Expression der
hoch TP-exprimierenden Biopsien ist vor allem auf den vorderen Bereich des H-Scores beschrankt (bis maximal 59).
b) Histogramm zur Darstellung der TP-Expression in Resektaten anhand des H-Scores und der Anzahl der ermittelten Ergebnisse. Der graue Balken stellt die Verteilung
der gering TP-exprimierenden Resektate dar und enthalt 91 Prdparate, die roten Balken bilden Intervalle im Abstand von je 18 Einheiten des H-Scores. Von den 108

hoch TP-exprimierenden Praparaten liegen 84 (77,78%) in einem Intervall von 1 bis 54.
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3.3.5 Errechnete Differenz des H-Scores zwischen Biopsien und Resektaten

Als weitere statistische Methode wurden die Ergebnisse der Differenz aus den H-Scores von
Biopsie und Resektat ermittelt. Zur Darstellung der Dynamik der TP-Expression konnten in
dieser Analyse lediglich die Ergebnisse von gepaarten Materialien verwendet werden, wobei
der jeweilige H-Score des Resektats von dem H-Score der Biopsie desselben Patienten
subtrahiert wurde um eine mdgliche Hoch- oder Herunterregulation der TP-Expression
zwischen der Biopsie- und der Rektumresektatentnahme feststellen zu kénnen (siehe Kapitel
2.8).

Diese Methode erlaubt es, die Dynamik der TP-Expression zwischen Biopsie und Resektat zu
beschreiben. Hat eine Biopsie beispielsweise einen hohen H-Score und das Resektat einen
kleineren, so ergibt sich ein positiver Wert. Deutlich haufiger ist jedoch der ermittelte Wert
der Biopsie kleiner als der des Resektats. Somit ergeben sich die errechneten negativen Werte
bis zu einem Maximum von -220 in Gruppe B (siehe Abbildung 15a).

In Gruppe A liegt der Median bei O, in Gruppe B hingegen bei einem Wert von -1. Der
Boxplot in Gruppe C wurde mit einem Median von -9 errechnet. Eine Dynamik in der TP-
Expression zwischen den Biopsien und den Resektaten ist demnach durchaus erkennbar.

Eine weitere Methode zur graphischen Darstellung der Differenz des H-Scores von Biopsien
und Resektaten ist das sogenannte Wasserfall-Balkendiagramm, welches die exakte
Héaufigkeitsverteilung der Ergebnisse anzeigt. Der mittlere graue Balken représentiert die
Daten, die bei der Differenz 0 ergaben, d.h. fur die derselbe H-Score der TP-Expression in
Biopsie und Resektat bestimmt wurde. Die Zahl oberhalb bzw. unterhalb der Balken stellt
jeweils die Anzahl der gemessenen Daten dar, im Falle der 0 sind dies 61 Daten (37,4%). Dies
sind vornehmlich Ergebnisse von Biopsien und Resektaten die gleichermafRen einen H-Score
von 0 in der Untersuchung aufwiesen. Auf der rechten Halfte der Graphik zeigen sich 16
Werte (9,8%), die einen errechneten H-Score > 0 haben. Hierbei handelt es sich um jene
Werte, bei denen in den Biopsien hohere TP-Expressionslevel gemessen wurden, als bei den
dazugehdorigen Resektaten. Die Berechnung des H-Scores der Biopsie abzlglich des H-Scores
des Resektats, ergab somit einen positiven errechneten Wert in diesem Diagramm und spricht
flr eine Herunterregulation der TP-Intensitat von der Biopsie zum Resektat.

Der weitaus grofiite Teil der errechneten Daten wies als Differenz einen negativen Wert auf.
Die ermittelten H-Scores des Resektats missen hier also grofler gewesen sein als die der
Biopsie. Wie schon in Abbildung 15b zu erkennen ist, erstreckt sich der groRte Teil der

errechneten H-Scores in den negativen Bereich aufgrund der deutlich starker angefarbten
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Resektate. Insgesamt finden sich 86 Ergebnisse (52,8%) auf der linken Seite der Graphik. Im
Intervall des H-Scores von -1 bis -99 finden sich 77 von 86 dieser Daten, das entspricht
89,5% der linksseitigen Ergebnisse.

Addiert man die Werte der linken Bildhalfte (n(negativ) = 86), mit denen der rechten Bildhalfte
(Ngositivy = 16) und der Anzahl der Ergebnisse mit einer 0 (ng=61), errechnen sich 163

Ergebnisse, was der exakten Anzahl der gepaarten Datenséatze entspricht.
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Abbildung 15: Boxplot und Wasserfall-Balkendiagramm zur Darstellung der errechneten Differenz von Biopsie und Resektat
a) Die Werte stellen die errechnete Differenz aus Biopsie und Resektat dar und lassen somit eine Verdnderung zwischen den Farbeintensitdten der verschiedenen

Materialien erkennen. Der Median liegt in Gruppe A bei 0, in Gruppe B bei -1 in Gruppe C bei -9.

b) In dieser Graphik wurden die errechneten Ergebnisse der Differenz aus dem H-Score der Biopsie und dem H-Score des jeweiligen Resektats in einem Balkendiagramm
aufgetragen. Der graue Balken (np=61) gibt die Anzahl der Ergebnisse mit einer 0 als Differenz an. Auf der rechten Bildhélfte sind die positiven Ergebnisse der
Differenz aufgetragen, die eine Herrunterregulation der TP-Expression beschrieben, mit der Anzahl niivy = 16. Diese zeigen somit jene Daten, bei denen der H-Score
der Biopsie groRer war als der des dazugehoérigen Resektats. Auf der linken Halfte der Graphik sind hingegen die Daten aufgetragen, die einen negativ errechneten H-
Score aus der Differenz ergaben. Diese sind mit einer Anzahl von ngegaivy = 86 aufgetragen und zeigen eine Hochregulation der TP-Expression.

50



Ergebnisse

3.4 Korrelation des pratherapeutischen TP-Expressionsgrades mit dem
Tumorregressionsgrad

Die postoperative, histopathologische Beurteilung des TRG erlaubt Ruckschliisse tber den
unmittelbaren Effekt einer neoadjuvanten Therapie. Eine stake Tumorregression (TRG 3b/4)
wird als prognostischer Surrogatparameter angesehen. In den Therapiegruppen B und C wurde
bei 159 Patienten ein TRG bestimmt.

Bei nur 21 Patienten (griin = 13,2%) konnte ein TRG 1 (< 25% Remission) festgestellt werden.
Weitere 37 Patienten (rot = 23,3%) wiesen ein TRG 2 (< 50% Remission) auf, mehr als die
Hélfte der Patienten (85 Patienten) hatten sogar ein TRG 3 (<75% Remission) (dunkelblau +
hellblau = 53,4%). Von diesen hatten 35 Patienten (dunkelblau = 22%) TRG 3a und 50
Patienten (hellblau = 31,4%) TRG 3b. Eine komplette Remission des Tumorgewebes, im Sinne
eines TRG 4 (100% Remission), wurde in 16 Féllen (violett = 10,1%) diagnostiziert.

Abbildung 16: Haufigkeitsverteilung der Tumorregressionsstadien in den

Therapiegruppen B und C
TRG: TRG 1 =21 (13,2%) Patienten, TRG 2 =37 (23,3%) Patienten, TRG 3a =35 (22%) Patienten, TRG
3b =50 (31,4%) Patienten, TRG 4 =16 (10,1%) Patienten.

Es konnte kein statistischer Zusammenhang zwischen dem TP-Expressionslevel und dem
Tumorregressionsgrad festgestellt werden.
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In Abbildung 17 wurde der Zusammenhang zwischen dem DFS und dem Tumorregressions-
grad graphisch dargestellt. In der Graphik ist deutlich zu erkennen (p=0,014), dass Patienten
mit einem TRG 4 langfristig eine erheblich bessere Prognose haben als Patienten mit

niedrigeren TRG.

a | = |
s p=0,014 =
3
s v | E
E = =
‘B
=
N
£
5
H
2
5
R -
9 o =}
@
2
2
Legende
o o)
= = B TRG1
[ TRG2
TRG 3
Legende m ;
) O TRG 3b
—— Kombination aus TRG 1-3b n=143
o -
= TRG 4 n=18 S- M TRe4
T T T T T T T T
0 50 100 150 0 50 100 150
DFS in Monaten DFS in Monaten

Abbildung 17: Korrelation des Tumorregressionsgrades mit dem DFS der

Therapiegruppen B und C

a) Die Abbildung zeigt die mittlere Kurve, ermittelt aus den zusammengefassten Daten der
Tumorregressionsgrade 1, 2, 3a und 3b. Der signifikante Unterschied (p=0,014) zwischen den beiden
Uberlebenskurven kann somit besser dargestellt werden.

b) Inder Legende sind die TRG (1 bis 4) aufgelistet. Es findet sich kein statistischer Zusammenhang
zwischen einem bestimmten Tumorregressionsgrad (1 bis 3b) und dem DFS. Patienten mit dem
TRG 4 erhielten Uber den gesamten Nachbeobachtungszeitraum kein Rezidiv.

3.5 Korrelation von TRG und Nodalstatus

Wie bereits in Kapitel 1.3 beschrieben, konnte in unserer Arbeitsgruppe der KFO 179 gezeigt
werden, dass der regiondre Lymphknotenstatus einen entscheidenden Einfluss auf die
Langzeitprognose eines Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom hat
(Sprenger et al. 2009). Basierend auf Vorarbeiten von Rodel et al. (2005) und Jakob et al.
(2006) wurde gezeigt, dass der Nodalstatus einen stérkeren Einfluss als der TRG auf das DFS
hat (Rodel et al. 2005; Jakob et al. 2006). Die Bedeutung des TRG im Vergleich zum
postoperativen Nodalstatus wurde daher ebenfalls in der vorliegenden Arbeit analysiert.
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Abbildung 18 zeigt vier Gruppen. Diese sind unterteilt nach Nodalstatus (NO vs. N1 und N2)
und TRG (TRG 1 und 2 vs. TRG 3). Patienten mit einem negativen Nodalstatus hatten nach der
neoadjuvanten Therapie — unabhingig vom TRG — ein signifikant langeres Uberleben als
Patienten mit einem positiven Nodalstatus. Der p-Wert aus der Cox-Regressionsanalyse zeigt
einen signifikanten Unterschied zwischen den nodalpositiven (N1 und N2) und den
nodalnegativen (NO) Patienten in Bezug auf das DFS (p=0,003). Der TRG spielte beim
Uberleben der Patienten in Korrelation mit dem Nodalstatus eine untergeordnete Rolle.

Wie bereits in Kapitel 3.4 erwéhnt, gab es keine Korrelation des TRG mit der TP-Expression.

Daher wurde in Abbildung 18 keine weitere Analyse im Zusammenhang mit TP durchgefiihrt.
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Abbildung 18: Korrelation von TRG und Nodalstatus

TRG 1 und TRG 2 bzw. TRG 3a und TRG 3b wurden jeweils als eine Gruppe zusammengefasst (Responder vs.
Nonresponder). Durchgezogene Linien stellen einen geringen TRG dar (TRG 1 und TRG 2), gestrichelte Linien
einen fortgeschrittenen TRG (TRG 3). Patienten mit einem negativen Nodalstatus Uberlebten deutlich langer als
Patienten mit einem positiven Nodalstatus (p-Wert=0,003).

53



Ergebnisse

3.6 Ergebnisse der Langzeit-Analyse in Abhangigkeit von der TP-Expression

Um das Auftreten bestimmter Ereignisse im Zusammenhang mit der TP-Expression und der
Zeit im Follow-Up graphisch darzustellen, wurden die Daten auf Kaplan-Meier-Kurven
aufgetragen. Hierbei wurde das Auftreten von Lokalrezidiven und Fernmetastasen, das
tumorfreie Uberleben (DFS) und das tumorspezifische Uberleben (CSS) mit der TP-Expression
der pratherapeutischen Biopsien und der Resektate korreliert.

Jedes dieser Ereignisse wurde in Bezug auf die Biopsien und die Resektate getrennt betrachtet
und es entstanden jeweils vier Kaplan-Meier-Graphiken je Material (Biopsie oder Resektat).
Zunéchst wurden alle Gruppen in jeweils gemeinsamen Graphen abgebildet (Abbildung 19,
Abbildung 20, Abbildung 22, Abbildung 23, Abbildung 25, Abbildung 26, Abbildung 28,
Abbildung 29). Um die prognostische Bedeutung der TP-Expression unabhéngig vom
jeweiligen Therapieregime zu prifen (therapeutische Gruppen A, B und C) folgte anschlieRend
eine subgruppenspezifische Betrachtung (Abbildung 21, Abbildung 24, Abbildung 27).

Im Folgenden stellen alle roten Verléufe innerhalb der Kaplan-Meier-Kurve die TP-hoch-
exprimierenden Praparate und die blauen Verlaufe die gering TP-exprimierenden Proben dar.
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3.6.1 Korrelation des TP-Expressionsstatus mit der Lokalrezidivrate

3.6.1.1 Korrelation der Lokalrezidivrate mit der TP-Expression in Biopsien

Um den Zusammenhang der TP-Expressionslevel in den Biopsien mit dem Auftreten von
Lokalrezidiven zu korrelieren, wurden die Ergebnisse der immunhistochemischen Auswertung
aufgeteilt in TP-exprimierende und nicht-exprimierende Praparate und in einer Kaplan-Meier-
Kurve dargestellt. Die Gruppe der wenig TP-exprimierenden prétherapeutischen Biopsien
enthdlt 153 Biopsien, die der stark TP-exprimierenden lediglich 33. Es wurde der p-Wert aus
der Cox-Regressionsanalyse bestimmt. Bei einem ermittelten p-Wert von 0,118 ergibt sich
statistisch betrachtet kein signifikanter Unterschied zwischen den immunhistochemisch
angefarbten und den nicht angefarbten Biopsien. Dennoch ergibt sich in dieser Kohorte fir
Patienten mit einem positiven TP-Status in der Biospie tber einen Nachbeobachtungszeitraum
von bis zu funf Jahren ein leicht erhéhtes Risiko, ein Lokalrezidiv zu entwickeln. Das letzte
Lokalrezidiv wurde bei den TP-exprimierenden Patienten nach 55 Monaten und bei den nicht

TP-exprimierenden Patienten nach 56 Monaten festgestelit.
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Abbildung 19: Lokalrezidivrate (LR) in Korrelation zur TP-Expression der Biopsien (alle

Patientenkohorten)
Aufteilung in Patienten mit TP-exprimierenden Biopsien (n=33) und kaum TP-exprimierenden Biopsien (n=153).
P-Wert aus der Cox-Regressionsanalyse: p = 0,118
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3.6.1.2 Korrelation der Lokalrezidivrate mit der TP-Expression im residuellen
Tumorgewebe

Die Gruppengrofien (hohe TP-/ geringe TP-Expression) sind bei den Resektaten aufgrund der
immunhistochemisch starker angeférbten Resektate weniger unterschiedlich gro. Es finden
sich somit insgesamt 108 Patienten mit einem TP-exprimierenden Tumorgewebe und 91
Patienten mit einem nicht TP-exprimierenden residuellen Gewebe.

Bei der Korrelation der aufgetretenen Lokalrezidive mit der im residuellen Tumorgewebe
gemessenen TP-Expression, ist ein geringerer Unterschied zwischen den TP-positiven und TP-
negativen Ergebnissen zu erkennen. Bei einem in der Cox-Regressionsanalyse gemessenen
p-Wert von 0,352 verhalten sich die beiden Uberlebenskurven ahnlicher zueinander als die
Uberlebenskurven der pratherapeutischen Biopsien.

Nach 87 Monaten konnte unter den nicht TP-exprimierenden Patienten das letzte Lokalrezidiv
festgestellt werden, bei den TP-exprimierenden Patienten wurde das letzte Lokalrezidiv nach

55 Monaten festgestellt.
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Abbildung 20: Lokalrezidivrate (LR) in Korrelation zur TP-Expression der Resektate (alle

Patientenkohorten)
Aufteilung in Patienten mit TP-exprimierenden Resektaten (n=108) und nicht TP-exprimierenden Resektaten
(n=91). P-Wert aus der Cox-Regressionsanalyse: p = 0,352
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3.6.1.3 Korrelation der Lokalrezidivrate mit der TP-Expression in Biopsien der
Patientenkohorte A

Die TP-Expression der Lokalrezidive in Gruppe A (n=27) zeigte deutliche Unterschiede bei der
Korrelation von Lokalrezidiven gegeniber dem DFS. In Gruppe A zeigten 7 Patienten eine
hohe, 20 Patienten eine geringe TP-Expression. Unter den 7 TP-positiven Biopsien erlitten 4
Patienten ein Lokalrezidiv, 3 dieser Patienten innerhalb der ersten 16 Monate. Dahingegen gab
es nur ein Lokalrezidiv nach 55 Monaten bei den Patienten mit TP-negativen
pratherapeutischen Biopsien. Aus der Cox-Regressionsanalyse konnte somit ein p-Wert von
0,001 berechnet werden. Dies ist ein statistisch signifikantes Ergebnis. Die Anzahl der
untersuchten Biopsien mit einer geringen TP-Expression Uberwiegt auch in dieser Analyse
(siehe Legende, Abbildung 21).

Ein Vergleich mit den Ergebnissen derselben Patientenkohorte aus den Resektaten ergibt, bei
einem p-Wert von 0,145, kein statistisch signifikantes Ergebnis, zeigt jedoch einen &hnlichen
Trend der Ergebnisse. Auch bei dieser Patientenkohorte A (hohe TP-Expression: n=19, geringe
TP-Expression: n=21) zeigte sich, dass Patienten mit TP-exprimierenden Resektaten haufiger

und friher Lokalrezidive entwickeltenn als Patienten aus anderen Kohorten.
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Abbildung 21: Lokalrezidivrate (LR) in Korrelation zur TP-Expression der Biopsien

(Patientenkohorte A)
Aufteilung in Patienten mit TP-exprimierenden Resektaten (n=7) und nicht TP-exprimierenden Resektaten (n=20).
P-Wert aus der Cox-Regressionsanalyse: p = 0,001
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3.6.2 Korrelation des TP-Expressionsstatus mit dem Auftreten von
Fernmetastasen

3.6.2.1 Korrelation der Metastasierungsrate mit der TP-Expression in Biopsien

Weiterhin wurde die Auswirkung der TP-Expression in den pratherapeutischen Biopsien mit
der Haufigkeit einer metachronen Fernmetastasierung korreliert. Da es sich um dasselbe
Patientenkollektiv wie in Kapitel 3.6.1.1 handelt, sind die Gruppenverteilungen hinsichtlich der
Anfarbungen identisch. Im Ergebnis zeigte sich ein p-Wert in der Cox-Regressionsanalyse von
0,185. Statistisch ist dieses Ergebnis nicht signifikant. Wie im Verlauf der Kaplan-Meier Kurve
zu erkennen ist, scheint es allenfalls einen Trend zu geben, dass sich héaufiger und friher

Fernmetastasen bei Patienten mit einer positiven TP-Expression in der Biopsie ausbilden.
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Abbildung 22: Fernmetastasenrate in Korrelation zur TP-Expression der Biopsien (alle

Patientenkohorten)
Aufteilung in Patienten mit TP-exprimierenden Biopsien (n=33) und nicht TP-exprimierenden Biopsien (n=153).
P-Wert aus der Cox-Regressionsanalyse: p = 0,185
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3.6.2.2 Korrelation der Metastasierungsrate mit der TP-Expression im residuellen
Tumorgewebe

Um die Auswirkung der TP-Expression auf die Metastasierungswahrscheinlichkeit des
Primartumors zu bestimmen, wurden neben den préatherapeutischen Biopsien auch die
Farbungen der Resektate mit den Fernmetastasierungen aus den Daten der Follow-Up-
Untersuchungen korreliert. Da es sich um dasselbe Patientenkollektiv wie in Kapitel 3.6.1.2
handelt, sind die Gruppenverteilungen hinsichtlich der Anfarbungen identisch. Das Ergebnis
zeigt in der Cox-Regressionsanalyse einen p-Wert von 0,944. Die Kurven der gefarbten und der
ungeféarbten Resektate verlaufen somit so dhnlich, dass sie kaum Unterschiede aufweisen. Nach
5 Jahren wiesen insgesamt etwa 35% aller Patienten eine Fernmetastasierung auf. Die meisten
Patienten, die bis zu diesem Zeitpunkt noch keine Fernmetastasen hatten, entwickelten im
Laufe der folgenden Jahre auch keine weiteren mehr. Interessant ist, dass bei einer

Nachbeobachtungszeit von 5 Jahren keine weiteren Fernmetasten mehr auftraten.
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Abbildung 23: : Fernmetastasenrate in Korrelation zur TP-Expression der Resektate (alle

Patientenkohorten)
Aufteilung in Patienten mit TP-exprimierenden Resektaten (n=108) und nicht TP-exprimierenden Resektaten
(n=91). P-Wert aus der Cox-Regressionsanalyse: p = 0,944
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3.6.2.3 Korrelation der Metastasierungsrate mit der TP-Expression in Biopsien der
Patientenkohorte C

In der Patientenkohorte C (intensivierte neoadjuvante Therapie) der Biopsien konnte beziglich
des Auftretens von Fernmetastasen ein statistisch signifikanter Zusammenhang entdeckt
werden. Von insgesamt 64 Patienten hatten 9 Patienten eine Biopsie mit einer hohen TP-
Expression. Keiner dieser 9 Patienten entwickelte im Zeitraum der Follow-Up-Untersuchung
eine Fernmetastase. Anders bei den 55 Biopsien mit einer geringen TP-Expression: hier
entwickelten innerhalb der ersten 3 Jahre bereits 35% der Patienten eine Fernmetastase. Der p-

Wert aus der Cox-Regressionsanalyse ergab einen Wert von 0,035.
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Abbildung 24: Fernmetastasenrate in Korrelation zur TP-Expression der Biopsien

(Patientenkohorte C)
Aufteilung in Patienten mit TP-exprimierenden Biopsien (n=9) und nicht TP-exprimierenden Biopsien (n=55). P-
Wert aus der Cox-Regressionsanalyse: p = 0,035

60



Ergebnisse

3.6.3 Korrelation des TP-Expressionsstatus aus pratherapeutischen Biopsien
und Tumorresektaten mit dem tumorfreien Uberleben

3.6.3.1 Korrelation des TP-Expressionsstatus aus pratherapeutischen Biopsien mit
dem tumorfreien Uberleben

Des Weiteren wurde das krankheitsfreie Uberleben im Hinblick auf die TP-Expression
innerhalb der pratherapeutischen Biopsien untersucht. Dieses gibt an, wie viel Zeit ohne
Auftreten eines Lokalrezidivs oder einer Fernmetastase verstrichen ist. Die untersuchten
Patientenkohorten sind identisch mit denen aus Kapitel 3.6.1.1 und 3.6.2.1. Zwischen den
Resektaten mit einer hohen und einer geringen TP-Expression konnte kein signifikanter
Unterschied beziiglich des krankheitsfreien Uberlebens festgestellt werden. Dennoch zeigte
sich ein allenfalls leichter Trend fur ein besseres tumorfreies Uberleben bei Patienten mit hoher

TP-Expression. Der p-Wert in der Cox-Regressionsanalyse wurde mit 0,481 berechnet.
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Abbildung 25: Krankheitsfreies Uberleben (DFS) in Abhingigkeit von der TP-Expression

innerhalb der Biopsien (alle Patientenkohorten)
Aufteilung in Patienten mit TP-exprimierenden Biopsien (n=33) und nicht TP-exprimierenden Biopsien (n=153).
P-Wert aus der Cox-Regressionsanalyse: p = 0,481
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3.6.3.2 Korrelation des TP-Expressionsstatus aus residuellem Tumorgewebe mit dem
tumorfreien Uberleben

Der Trend, welcher sich in derselben Untersuchung beziiglich des krankheitsfreien Uberlebens
der Biopsien zeigte, findet sich nicht in den Ergebnissen des residuellen Tumorgewebes wieder.
Die untersuchten Patientenkohorten sind identisch mit denen aus Kapitel 3.6.1.2 und 3.6.2.2. In
der Cox-Regressionsanalyse ergab sich ein p-Wert von 0,697. Dies belegt, dass statistisch

betrachtet keine signifikante Korrelation besteht.
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Abbildung 26: Krankheitsfreies Uberleben (DFS) in Abhingigkeit von der TP-Expression

innerhalb der Resektate (alle Patientenkohorten)
Aufteilung in Patienten mit TP-exprimierenden Resektaten (n=108) und nicht TP-exprimierenden Resektaten
(n=91). P-Wert aus der Cox-Regressionsanalyse: p = 0,697
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3.6.3.3 Korrelation des TP-Expressionsstatus aus pratherapeutischen Biopsien mit
dem tumorfreien Uberleben der Patientenkohorte C

Betrachtet man ausschlieBlich das krankheitsfreie Uberleben der prétherapeutischen Gruppe C
der Biopsien in Bezug auf die TP-Expression, stellt man fest, dass Patienten mit einer hohen
TP-Expression bei intensivierter neoadjuvanter Therapie ein statistisch signifikantes, langeres
Uberleben aufweisen als Patienten mit einer geringen TP-Expression (p=0,04). Unter den
Patienten mit TP-positiven préatherapeutischen Biopsien gab es kein einziges Lokalrezidiv und
keine Fernmetastasen. Patienten mit TP-negativen Biopsien in dieser Gruppe hatten eine
deutlich héhere Wahrscheinlichkeit, Rezidive oder Metastasen zu entwickeln. Nach 2 Jahren
waren bereits bei 13 Patienten (23,7%) Ereignisse aufgetreten, nach 4 Jahren waren es
insgesamt 22 Patienten (40%) die Lokalrezidive oder Fernmetastasen entwickelt hatten
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Abbildung 27: Krankheitsfreies Uberleben (DFS) in Abhingigkeit von der TP-Expression
innerhalb der Biopsien (Patientenkohorte C)
Aufteilung in Patienten mit TP-exprimierenden Biopsien (n=9) und nicht TP-exprimierenden Biopsien (n=55).
p-Wert aus der Cox-Regressionsanalyse: p = 0,04
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3.6.4 Korrelation des TP-Expressionsstatus aus pratherapeutischen Biopsien
und residuellem Tumorgewebe mit dem krankheitsspezifischen
Gesamtiiberleben

3.6.4.1 Korrelation der TP-Expression aus pratherapeutischen Biopsien mit dem CSS

Weiterhin wurde die TP-Expression mit dem CSS korreliert, um eine mogliche prognostische
Bedeutung von TP innerhalb der pratherapeutischen Biopsien zu uberpriifen. Die untersuchten
Patientenkohorten sind identisch mit denen aus Kapitel 3.6.1.1; 3.6.2.1 und 3.6.3.1. Im
Ergebnis fallt in den ersten 5 Jahren ein sehr &hnlicher Kurvenverlauf auf (siehe Abbildung 28).
Im Anschluss kommt es haufiger bei Patienten ohne TP-Expression zu Malignom-bedingten

Todesfallen. Insgesamt ist das Ergebnis aber nicht signifikant (p-Wert = 0,372.)
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Abbildung 28: Krankheitsspezifisches Gesamtiiberleben (CSS) in Abhangigkeit von der TP-

Expression innerhalb der Biopsien (alle Patientenkohorten)
Aufteilung in Patienten mit TP-exprimierenden Biopsien (n=33) und nicht TP-exprimierenden Biopsien (n=153).
P-Wert aus der Cox-Regressionsanalyse: p = 0,372
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3.6.4.2 Korrelation des TP-Expressionsstatus aus residuellem Tumorgewebe mit dem
CSS

Das Malignom-spezifische Gesamtlberleben wurde ebenso mit den TP-Expressionen der
Resektate korreliert. Die untersuchten Patientenkohorten sind identisch mit denen aus Kapitel
3.6.1.2, 3.6.2.2 und 3.6.3.2. Die Kurvenverlaufe und der p-Wert der Cox Regressionsanalyse
mit 0,559 zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen den TP-positiven und den TP-
negativen Resektaten.

Nach 5 Jahren Follow-Up wurde bei 68 (63%) Patienten mit hoher TP-Expression in den
Resektaten ein malignombedingter Tod festgestellt. Unter den Patienten mit geringer TP-

Expression in den Resektaten verstarben 43 (47,3%).
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Abbildung 29: Krankheitsspezifisches Gesamtiiberleben (CSS) in Abhdngigkeit von der TP-

Expression innerhalb der Resektate (alle Patientenkohorten)
Aufteilung in Patienten mit TP-exprimierenden Resektaten (n=108) und nicht TP-exprimierenden Resektaten
(n=91). P-Wert aus der Cox-Regressionsanalyse: p = 0,559
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3.7 Korrelation von TP und TS

Wie bereits in Kapitel 2.7 erortert, handelt es sich bei den nachfolgenden Ergebnissen der
immunhistochemischen Analyse von TS um Daten aus der medizinischen Dissertation von
Frau Dr. med. Conradi (Conradi 2010; Conradi et al. 2011) aus unserer TP5-KFO179
Arbeitsgruppe. Eine Analyse der korrespondierenden TS- und TP-Daten aus dem overlap der
untersuchten Patienten-Kollektive (n=177) wurde in der vorliegenden Arbeit vorgenommen,
um das Potential beider Biomarker bezlglich moglicher Therapiestratifizierungen zu

evaluieren.

3.7.1 TP- und TS-Expressionslevel korrespondierender Praparate

Um einen direkten Vergleich der Expressionslevel von TS und TP zu ermdglichen, wurden die
Daten fir TP zusatzlich mit Hilfe des Remmele-Score (siehe Kapitel 2.8) dargestellt. Zunachst
wurden die Expressionslevel von TP und TS mit Hilfe von Boxplots dargestelit.

Bei den priméar operierten Rektumkarzinom-Patienten (n=40) lag der Remmele-Score
anndhernd bei 0. Patienten, die eine neoadjuvante Therapie erhielten (n=137), wiesen eine
starkere Anfarbung von TP auf (vergleiche mit Kapitel 3.3.2; p=0,055).

Ergebnisse von Conradi et al. zeigten, im direkten Vergleich zu TP, eine deutlich starkere
Farbung von TS. Ein GroBteil der nicht vorbehandelten Patienten wies einen Remmele-Score
von etwa 6 auf. Patienten, die eine neoadjuvante Therapie erhalten hatten, zeigten — ahnlich wie
bei TP — einen etwas hdéheren TS-Score (>7). Der Unterschied zwischen der neoadjuvant
therapierten und der primar operierten Kohorte war in Bezug auf die TS-Expression signifikant

(p=0,019).
TP TS

p=0,0555 | p=0,019

Remmele-Score TP
Remmele-Score TS

TS TP

= - o - R

T T T T
primér operiert neoadjuvant therapiert primér operiert neoadjuvant therapiert
n=40 n=137 n=40 n=137

Abbildung 30: Boxplot zum Vergleich der TP- und TS-Expression
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3.7.2 TP und TS in Korrelation mit dem TRG

Zur weiteren Analyse wurde innerhalb des Remmele-Score von TS ein cut-off von < 6,8
gewahlt (Conradi et al. 2011). Werte oberhalb des cut-offs wurden als hohe TS-Expression,
unterhalb dieses Wertes als geringe TS-Expression bezeichnet. Der cut-off fiir TP lag bei einem
Remmele-Score von <0,5.

Es wurden vier Gruppen gebildet, um alle Kombinationen von geringer und hoher TS- und TP-
Expression mit dem TRG (nach neoadjuvanter RT/CTx) korrelieren zu konnen (siehe
Abbildung 31). Dabei wurden nur Patienten aus den Therapiegruppen B und C bericksichtigt,
da Patienten aus Gruppe A keine neoadjuvante Therapie erhalten hatten.

Bei einem Grofiteil der Patienten mit gleichzeitig hoher Expression von TP und TS (n=23)
ergab sich in der histopathologischen Aufarbeitung der Rektumresektate ein TRG 3b
(75%-99% Tumorzellregression). Lag eine geringe TP- und TS-Expression vor (n=43), so
wurde lediglich ein TRG 2 ermittelt. Patienten bei denen in den Resektaten entweder nur eine
hohe TS- oder eine hohe TP-Expression diagnostiziert wurde, zeigten zumeist einen TRG 3a
(50%-75% Tumorzellregression). In der Darstellung zeigt sich, dass die Koexpression von TP
und TS in Bezug zur RT/CTx induzierten Tumorregression bedeutsamer zu sein scheint als die

jeweilige Einzelexpression (p-Wert: 0.0609).

n=23 n=58 n=13 n=43

o] . : . A p=0,0609

TRG

14 RN PR —l —

T f T T
TS hoch TS hoch TS gering TS gering
TP hoch TP gering TP hoch TP gering

Abbildung 31: Korrelation der TP- und TS-Expression mit dem TRG

Abhangig von den TP- und TS-Expressionsleveln wurden vier Gruppen gebildet. Diese Gruppen wurden mit
ihrem TRG in Boxplots aufgetragen. Hohe TP- und TS-Expressionslevel zeigen einen Median bei TRG 3b,
geringe Expressionslevel einen Median bei TRG 2. Der p-Wert in der Cox-Regressionsanalyse betragt 0,0609.
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3.7.3 TP und TS in Korrelation mit dem DFS

Neben der Korrelation mit dem TRG wurde auch eine Korrelation mit dem DFS aller Patienten
durchgefuhrt. Im Unterschied zu Abbildung 31 wurden in Abbildung 32 die Therapiegruppe A
der Analyse wieder mit einbezogen. Aus diesem Grund sind die Fallzahlen der untersuchten
Patienten in den Subgruppen groRer als in Kapitel 3.7.2. Die Daten der Gruppen, welche die
untersuchten Enzyme gemischt stark exprimierten (TS hoch/ TP gering und TS gering/ TP
hoch), sind in Abbildung 32 nicht dargestellt (nicht signifikant).

Die Grafik zeigt den Kurvenverlauf von Patienten mit gleichzeitig hoher TS- und TP-
Expression gegenuber Patienten mit geringer TS- und TP-Expression (p=0,567). Weitere
Analysen zur Korrelation der TP- und TS-Expression mit dem Auftreten von Lokalrezidiven
und Fernmetastasen und mit dem CSS waren ebenfalls nicht signifikant und wurden hier

graphisch nicht dargestellt.
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mTS/TP-Expression hoch n=25
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Abbildung 32: Korrelation der TP- und TS-Expression mit dem DFS
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3.8 Capecitabin in der neoadjuvanten Therapie

3.8.1 Verteilung innerhalb der Gruppe C

Einige Patienten wurden innerhalb der CapOx-Studie nach dem XELOX Schema (Xeloda® +
Oxaliplatin) mit oralem 5-FU behandelt (siehe Kapitel 2.2 und Anhang). Hierbei handelte es
sich um 12 Patienten, den verbliebenen 57 Patienten aus der Therapiegruppe C wurde 5-FU
intravends verabreicht. Zundchst wurden die GroRen der Kollektive verglichen. In Abbildung
33 und Abbildung 34 werden die Gruppen der Patienten, die Xeloda® erhielten, und
diejenigen, die 5-FU intravends erhielten, direkt verglichen. Es werden jeweils die Ergebnisse
aus den Biopsien und den Resektaten getrennt betrachtet. Da die Biopsien im Vergleich zu den
Resektaten meist in ihrer TP-Expression negativ bewertet wurden und die GruppengroRe der
mit Xeloda® behandelten Patienten auch lediglich 12 Personen umfasst, finden sich unter den
Ergebnissen nur 2 Patienten, die Xeloda® erhielten und in ihrer Biopsie TP exprimierten. Einer
dieser beiden Patienten verstarb an einer nicht tumorbedingten Ursache nach 78 Monaten, der
andere stand zur weiteren Untersuchung innerhalb der Studie nicht langer zur Verfligung, somit
wurde das Follow-Up nach 71 Monaten (bis dahin bestand Rezidivfreiheit) beendet. Die
Ergebnisse der Biopsien sind hier daher in ihrer Aussagekraft zu hinterfragen.

Aufgrund der starkeren Anfarbung des Tumorgewebes innerhalb der Resektate, kann man eine
mdogliche Korrelation von Capecitabin mit der Expression von TP im Tumorgewebe besser
beurteilen. Von den 12 Patienten, die 5-FU in oraler Form erhielten, konnten 2 Resektate im
Ergebnis nicht verwendet werden, da bedingt durch die Tumorregression nach neoadjuvanter
Therapie nur wenig vitales Tumorgewebe verblieben war. Somit konnten noch 10 Patienten
beobachtet werden, die Xeloda® neoadjuvant appliziert bekamen. In 7 Resektaten konnte eine
positive TP-Expression festgestellt werden, die drei anderen Resektate hatten eine geringe TP-
Expression. Dies entspricht 11,67% der Gruppe C. Die meisten Patienten erhielten kein
Xeloda®, insgesamt waren dies 78,33%.

Von den 12 Patienten konnte bei keinem einzigen eine pCR festgestellt werden. 2 Patienten
hatten aber ein TRG 3b, 5 Patienten ein TRG 3a. Bei 7 Patienten (58,33%) konnte ein
downstaging festgestellt werden. Bei allen Patienten konnte in der histopathologischen

Aufarbeitung des Resektates ein RO-Status (100%) nachgewiesen werden.
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Gruppe C der Biopsien

Therapie mit intravenésem 5-FU
hohe TP-Expression
10,94%

Therapie mit intravendsem 5-FU
geringe TP-Expression
73,44%

Therapie mit Xeloda
geringe TP-Expression
12,5%

Therapie mit Xeloda
hoha TP-Expression
3,12%

Therapie mit 5-FU i.v. Therapie mit Xeloda

geringe TP-Expression | — geringe TP-Expression

12,96%

——hohe TP-Expression — hohe TP-Expression

Abbildung 33: Verteilung der Biopsien von Patienten aus der neoadjuvanten

Therapiegruppe C bezogen auf die Applikationsform von 5-FU und die TP-Expression

Im oberen, groflen Kreisdiagramm ist die Verteilung aller Patienten dargestellt. Den gréfiten Anteil haben hierbei
die Patienten, die kein Xeloda® erhielten und eine negative TP-Expression aufwiesen (73,44%). In chronologisch
absteigender Ordnung folgen jene Patienten, die Xeloda® erhielten und eine negative TP-Expression aufwiesen
(12,5%), dann jene Patienten, die kein Xeloda erhielten und eine positive TP-Expression aufwiesen (10,94%) und
mit dem kleinsten Anteil die Patienten, die sowohl Xeloda® appliziert bekamen, als auch eine positive TP-
Expression hatten.

Das linke, untere Kreisdiagramm zeigt die separate Darstellung der Patienten, die kein Xeloda® erhielten mit dem
Anteil derer, die eine TP-positive Expression und derer, die eine negative Expression hatten. Der Grofteil dieser
Patienten wies keine TP-Expression in den Biopsien auf.

Das rechte, untere Kreisdiagramm zeigt die Patienten, die Xeloda® im Rahmen der neoadjuvanten Therapie
erhielten. Nur 20% dieser Patienten hatten eine positive TP-Expression.
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Gruppe C der Resektate

Therapie mit intravendsem 5-FU
hohe TP-Expression
33.0%

Therapie mit Xeloda
geringe TP-Expression
5.0%

Therapie mit intravendsem 5-FU

geringe TP-Expression
Therapie mit Xeloda
hohe TP-Expression
11,67%

Therapie mit 5-FU i.v. Therapie mit Xeloda

30,0%

— geringe TP-Expression

66,0%

—— hohe TP-Expression ——hohe TP-Expression

Abbildung 34: Verteilung der Resektate von Patienten aus der neoadjuvanten

Therapiegruppe C bezogen auf die Applikationsform von 5-FU und die TP-Expression

Das obere, grofle Kreisdiagramm ist in 4 Anteile gegliedert, nach denen die Patienten hier klassifiziert wurden.
Der grofte Anteil am Kreisdiagramm geht auf die Gruppe von Patienten zuriick, die kein Xeloda® in der
neoadjuvanten Therapie erhalten hatten und bei denen man TP in der immunhistochemischen Untersuchung
nachweisen konnte (55%). Der zweitgrote Anteil beschreibt die Patienten, die zwar ebenfalls kein Xeloda®
erhielten, bei denen aber ebenso wenig eine TP-Expression nachgewiesen werden konnte (28,33%). Der dritte
Anteil enthalt Patienten, die Xeloda® erhielten und TP im Resektat exprimierten (11,67%). Der kleinste Anteil
enthélt Patienten, die Xeloda® einnahmen aber eine negative TP-Expression aufwiesen (5%).

Der linke, untere Kreis stellt ausschlieRlich die Patienten dar, die kein Xeloda® erhielten. Das rechte, untere
Kreisdiagramm zeigt die Verteilung der TP-Expression unter den 10 Patienten, die eine Therapie mit Xeloda®
bekamen.
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3.8.2 Uberlebenskurven in Bezug auf die Behandlung mit Capecitabin

Um feststellen zu kdnnen, ob die Behandlung mit Xeloda einen Unterschied hinsichtlich der
Lokalrezidivraten, der Metastasierungswahrscheinlichkeit und dem DFS und CSS zum
herkdmmlichen intravendsen 5-FU macht, wurden die in Kapitel 3.6.1 beschriebenen Gruppen
mit dem DFS und CSS der jeweiligen Patienten korreliert und gegeneinander auf Kaplan-
Meier-Kurven aufgetragen.

Zunéchst wurde nicht zwischen TP-positiven und -negativen Prdparaten unterschieden. Die
beiden Kurven in Abbildung 35 unterscheiden sich demnach lediglich darin, ob die Patienten
Xeloda erhielten oder nicht. Nach der Cox-Regressionsanalyse ergibt sich ein p-Wert von
0,489. In dieser Analyse entstent der Eindruck, dass Patienten mit einer oralen 5-FU
Behandlung durchschnittlich langer krankheitsfrei leben, als Patienten mit einer intravendsen
Behandlung. Uber einen Nachbeobachtungszeitraum von 60 Monaten ergibt sich jedoch kein
statistisch  signifikanter Unterschied. Zu beachten sind namlich (a) die groRen
Gruppenunterschiede und (b) das Ergebnis, dass in beiden Gruppen nach etwa 5 Jahren
Nachbeobachtungszeitraum, prozentual betrachtet, etwa gleich viele Patienten Lokalrezidive

oder Fernmetastasen entwickelt hatten.
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Il erhielten kein Xeloda, n= 50
- I erhielten Xeloda, n= 10
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Abbildung 35: DFS der Patienten aus der neoadjuvanten Therapiegruppe C der Resektate in
Bezug auf eine Behandlung mit oral oder intravenés appliziertem 5-FU
Insgesamt konnten Resektate von 60 Patienten (Gruppe C n=69, abziiglich der Komplettresponder) in diesem

Bezug ausgewertet werden. VVon diesen erhielten 50 Patienten kein Xeloda®, 10 Patieten erhielten es. Ermittelter
p-Wert = 0,489.
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Im Anschluss wurden Kaplan-Meier Kurven in direktem Bezug auf das DFS und das CSS
innerhalb dieser Gruppen erstellt. Hier wurde zwecks einer Subgruppenanalyse die primare
Einteilung der Patienten nach 5-FU intravends und Xeloda®, weiter unterteilt in TP-
exprimierende und nicht-exprimierende Prédparate. Patienten, die Xeloda® einnahmen sind in
farblich gekennzeichneten Kurven aufgetragen. Graue und schwarze Kurvenverlaufe
kennzeichnen Patienten, die kein Xeloda® erhielten.

Patienten, die kein Xeloda® erhielten und nur eine geringe TP-Expression im Tumorgewebe
aufwiesen, hatten tendenziell das kiirzeste krankheitsfreie Uberleben aller Patienten in Gruppe
C. Nach 28 Monaten hatten bereits etwa 48% der Patienten ein Lokalrezidiv oder eine
Fernmetastase entwickelt. Patienten, die Xeloda® erhielten und TP exprimierten entwickelten
die ersten krankheitsbezogenen, rezidivierenden Ereignisse deutlich spater, ebenso Patienten,
die Xeloda® erhielten und TP-negativ waren. Bei der Interpretation der Daten sollten jedoch

auch die unterschiedlichen Gruppengrélien beachtet werden (siehe Kapitel 4.7).
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Abbildung 36: DFS und CSS von Patienten aus Therapiegruppe C in Bezug auf eine
Behandlung mit oder ohne Capecitabin und einen moglichen Einfluss von TP

a) Die Abbildung zeigt vier Kurvenverlaufe, davon zwei von Patienten, die kein Xeloda® erhielten und
zwei von Patienten, die Xeloda® einnahmen. Die GruppengroRen der Patienten, die kein Xeloda®
erhielten waren deutlich gréRer als die Patientengruppen die Xeloda® verschrieben bekamen. Nach 30
Monaten hatten 47% der Patienten, die kein Xeloda® bekamen und geringe TP-Expression aufwiesen ein
Lokalrezidiv oder eine Fernmetastase entwickelt. p-Wert = 0,577.

b) In der Abbildung werden vier Kurvenverldufe dargestellt. Die farbig (rot und gelb) markierten Verldufe
zeigen das CSS der Patienten (iber etwa 80 Monate hinweg, die Xeloda® erhielten und im residuellen
Tumorgewebe TP exprimierten (gelb) oder kaum TP exprimierten (rot). Ahnliche Kurvenaufteilung fiir
Patienten, die kein Xeloda® erhielten. Das Patientenkollektiv der hellgrauen Kurve exprimierte TP
stérker, das Kollektiv der schwarzen Kurve kaum. p = 0,745.
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4 Diskussion

Die vorliegende Dissertationschrift beschéftigt sich mit der Korrelation der Expressionsstarke
von TP und Klinikopathologischen Parametern von Patienten mit lokal fortgeschrittenen
Rektumkarzinomen (UICC-II/-111). TP ist ein entscheidendes Enzym fur den Metabolismus
des Chemotherapeutikums 5-FU und wurde daher im Rahmen des Teilprojekts 5 der KFO
179 in dieser Arbeit untersucht. Insgesamt wurden in dieser Studie 223 Patienten in der UMG
innerhalb groRer, multizentrischer Phase-111-Studien, basierend auf den Protokollen der
GRCSG, therapiert. Somit ist dies derzeit, soweit dem Autor bekannt, die umfangreichste
standardisierte Untersuchung und beschaftigt sich mit der Frage, ob TP zur
Therapiestratifizierung als pradiktiver und prognostischer Biomarker beim Rektumkarzinom
eingesetzt werden kann.

Die aktuelle Studienlage ist recht heterogen (siehe Tabelle 11), und die Vergleichbarkeit mit
der vorliegenden Untersuchung ist nur eingeschrankt méglich. Das liegt zum einen daran,
dass viele Studien nicht zwischen Kolon- und Rektumkarzinomen unterscheiden (siehe
Kapitel 1.2). Zum anderen sind auch die sehr unterschiedlichen Patientenkohorten
(Fallzahlen) und verschiedene Methoden zur TP-Expressionsbestimmung fir die
Datenheterogenitét verantwortlich. .

Die vorliegende Arbeit befasst sich erstmals mit der TP-Expression von 223 Patienten mit
einem lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom (cUICC-Il und -IlI-Stadien) unter dem

Einfluss multimodaler Therapien.

4.1 Pratherapeutische Stagingergebnisse

Innerhalb der Therapiestudien (siehe Kapitel 1.4) unterscheiden sich die neoadjuvanten
Therapien hinsichtlich Intensitdt und Dauer. Demnach wurde das Patientenkollektiv in
entsprechende Gruppen eingeteilt, die Ergebnisse des Stagings wurden in der statistischen
Auswertung berucksichtigt. Die préoperativ ermittelten Parameter sind in Tabelle 2
aufgelistet.

In der multizentrischen Phase-111 Studie CAO/ARO/AIO-04, wurden von Beginn an Patienten
mit Tumoren im oberen Rektumdrittel ausgeschlossen und der GAST-05-Studie
zugefihrt (siehe Kapitel 1.4.1). Grund hierfir ist der fragliche Effekts der RT/CTx, unter
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anderem hervorgerufen durch die Erkenntnisse der niederlandischen TME Studie (Liersch et
al. 2009). So konnte in der niederlandischen Studie gezeigt werden, dass die prdoperative RT
bei Patienten mit Tumoren im oberen Rektumdrittel keinen signifikanten Effekt hat (Kapiteijn
et al. 2001). Des Weiteren wurden auch bei Patienten in der CAO/ARO/AI0-94-Studie, nur
wenige mit Karzinomen im proximalen Drittel diagnostiziert (13% des Gesamtkollektivs)
(Sauer et al. 2004). Da ein Grofteil der Patienten aus urspringlich der CAO/ARO/AIO-94-
Studie oder der CAO/ARO/AIO-04-Studie stammt, erklart sich in der vorliegenden Arbeit der
signifikante Unterschied beziglich der Hohenlokalisation der Rektumkarzinome (siehe
Tabelle 2). Bei insgesamt 206 Patienten (92,37%) wurden Karzinome im unteren und
mittleren Rektumdrittel diagnostiziert.

Patienten mit Rektumkarzinomen im proximalen Drittel und UICC-Stadium-I1/-111 werden, in
der GAST-05-Studie (siehe Kapitel 1.4.1) randomisiert einer primaren PME oder TME
unterzogen und anschlielend einer adjuvanten Chemotherapie zugefihrt (Liersch et al. 2009).
Auf diese Weise werden derzeit erste ,,Individualisierungsmoglichkeiten® in der operativen
Behandlung von Rektumkarzinomen geprift. Ein  Ergebnis der sogenannten
,Individualisierung* kénnte durchaus eine schonendere OP (z.B. die partielle mesorektale
Exzision) mit mdoglichst hohem Funktionserhalt (z.B. des Sphinkterapparates, der
Harnblasenentleerung, der Erektions-/Ejakulationsfunktion etc.) bei gleichzeitigem
Gewahrleisten ausreichender onkologischer Sicherheit sein.

Da in der vorliegenden Arbeit der Zusammenhang einer TP-Expression unter Einsatz
neoadjuvanter Therapieverfahren untersucht werden sollte, wurden nur Patienten mit einem
lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom in die Studie eingeschlossen. Dadurch ergibt sich die
in Tabelle 2 dargestellte Verteilung der cT-Stadien (87,9% der Patienten hatten einen cT3-
Status, siehe Tabelle 2, p=0,03). Unter Berucksichtigung des Nodalstatus lag bei der
Mehrzahl der Patienten ein UICC-Stadium-111 vor.

4.2 Perioperative Befunde, klinische Patientencharakteristika und
Nachbeobachtungen

Um eine kontinenzerhaltende Operation zu ermdglichen, sollte nach der neoadjuvanten
Therapie (nach einem moglichen downsizing und downstaging) wenigstens ein Abstand von 3
bis 4cm zwischen aboralem Tumorrand und Sphinkterbeginn liegen, um eine funktionell gute
Anastomose anlegen zu konnen (Becker et al. 2006). Diese Sichtweise gilt fir

Rektumkarzinome im mittleren Rektumdrittel. Bei tiefsitzenden Rektumkarzinomen im
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unteren Rektumdrittel sollte ein Sicherheitsabstand von 1-2 cm zwischen distaler
Resektionsebene und aboralem Tumorrand eingehalten werden (dies gilt auch fir das
Anlegen von koloanalen Anastomosen mit partieller Resektion des Sphinkteroberrandes).
Grundsatzlich muss fur jeden Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom im
unteren Rektumdrittel individuell die Frage geklart werden, ob tberhaupt kontinenzerhaltend
operiert werden kann oder eine abdomino-perineale Rektumexstirpation erfolgen muss. Diese
Frage wird immer vor Einleitung der neoadjuvanten Therapie geprift und nach erfolgter
RT/CTx nochmalig evaluiert, unter Berticksichtigung des lokoregionaren Tumoransprechens.
Wie in Tabelle 7 beim Vergleich der Patientenguppen B und C dargestellt, konnte bei 20%
der Patienten (Gruppe C), entgegen der priméren Einschatzung unter weitgehender Schonung
des Sphinkterapparates, kontinenzerhaltend operiert werden gegeniiber Patientengruppe B
(p<0,0001). Dies deutet auf einen moglichen Effekt der intensivierten neoadjuvanten RT/CTx
an unserem monozentrisch untersuchten Kollektiv hin. Die eher geringe Anzahl an
analysierten Patienten (n=223) sollte jedoch bei der Ergebnisbewertung gegentber der
CAO/AIO/ARO-04 Studie berlcksichtigt werden.

In einer ersten Darstellung des gesamten Patientenkollektivs der multizentrischen
CAO/ARO/AIO-04-Studie (n= 1265 Patienten, 88 Zentren in Deutschland) zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den mit Oxaliplatin intensiver behandelten Patienten und
den einer 5-FU Standardtherapie zugefuhrten Patienten, in Bezug auf die Anzahl
durchgefuhrter kontinenzerhaltender Operationen (Rddel et al. 2012).

In der vorliegenden Arbeit ergab sich zwischen den beiden neoadjuvanten Therapieregimen
(Gruppe B und C) kein Unterschied bezliglich des Tumorregressionsgrades (siehe Tabelle 8,
p=0,9). Bei mehr als der Halfte der Patienten konnte allerdings allein durch die neoadjuvante
Therapie eine gute bis komplette Tumorregression erzielt werden (63,5% aller Patienten
hatten einen TRG 3y oder TRG 4).

Bezlglich des postoperativ untersuchten Lymphknotenstatus lieR sich zwischen den beiden
Gruppen folgendes feststellen: In Gruppe C lag postoperativ in 73,9% ein (y)pNO-Status vor;
in Gruppe B hatten 64,6% der Patienten einen (y)pNO-Status und in Gruppe A wurde bei
52,2% der Patienten ein pNO-Status diagnostiziert. Hinsichtlich der (y)pN1-Stadien ergaben
sich  kaum Unterschiede zwischen den Gruppen. Demgegenlber zeigte sich
interessanterweise, dass bei den intensiv vorbehandelten Rektumkarzinompatienten (Gruppe
C) nur in 5,8% ein prognostisch sehr ungunstiger (y)pN2-Status vorlag, gegenliber Gruppe B
mit 12,4% (y)pN2-Status und der nicht neoadjuvant behandelten Patientengruppe A mit
25,8% pN2-Status (siehe Tabelle 8).
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Ergebnisse einer Studie von Rddel et al. aus dem Jahr 2005, die urspriinglich die Auswirkung
des TRG auf das DFS untersuchen sollte, und eine franzosische Studie von Chapet aus dem
Jahr 2005, zeigten, dass der Lymphknotenstatus nach erfolgter neoadjuvanter Therapie, nach
wie vor der wichtigste prognostische Faktor ist (Chapet et al. 2005; Rodel et al. 2005).
Tumoren von Patienten mit einem posttherapeutischen positiven Lymphknotenstatus wiesen
(@) ein aggressiveres malignes Potential und (b) eine Resistenz der tumordsen Zellen
gegenlber der RT/CTx auf. Somit hatten diese Patienten eine signifikant schlechtere
Prognose als Patienten mit einem negativen Lymphknotenstatus (Rédel et al. 2005).
Schlussfolgernd lasst sich die Hyphothese ableiten, dass eine intensivierte RT/CTx mit
Oxaliplatin die Wahrscheinlichkeit auf  zahlreiche residuelle Lymphknotenmetastasen
verringern und somit die Prognose der Patienten verbessern konnte. Aus der weiteren
Aufarbeitung der 3-Jahres-DFS-Daten der CAO/ARO/AIO-04-Studie wird sich diese
Hypothese tberprifen lassen (Publikation der Ergebnisse frihestens August 2014) (Liersch et
al. 2009).

Aus den hier vorliegenden Daten der Follow-Up-Untersuchung geht hervor, dass im
Patientenkollektiv der Gruppe A tendenziell mehr Lokalrezidive und Metastasen auftraten als
in den Gruppen mit einer neoadjuvanten Therapie (Gruppe B und C, Tabelle 10). Der Vorteil
einer neoadjuvanten RT/CTx wird in dieser Untersuchung beztiglich isolierter Lokalrezidive
deutlich. In Gruppe A traten haufiger isolierte Lokalrezidive auf; isolierte Fernmetastasen
kamen haufiger in den Gruppen B und C vor.

An den Folgen des Rektumkarzinoms verstarben in Gruppe A die meisten Patienten wahrend
der Nachbeobachtung (19%), in den Gruppen B und C waren dies 15,9% und 14,5% (p=0,07).
Urséchlich fur diese Beobachtung kénnte (a) der Effekt der neoadjuvanten Therapie (Sauer et
al. 2004) und (b) die durchschnittlich kirzere Nachbeobachtungszeit in den Gruppen B und C
sein (Gruppe A 97 Monate, Gruppe B 60 Monate, Gruppe C 41 Monate).

4.3 TP-Expressionslevel in pratherapeutischen Biopsien und Resektaten

Voraussetzung fir eine valide, reproduzierbare Aussage zur prognostischen Rolle der
Thymidinphosphorylase war zundchst die Messung und Dokumentation des
Expressionsgrades von TP im gesamten verfugbaren Biomaterial mit standardisierten
Methoden. Die Ergebnisse zeigen eine insgesamt schwache immunhistochemische Féarbung

der pratherapeutischen Biopsien und somit eine sehr geringe TP-Expression. Mit hoher
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Wahrscheinlichkeit ist die sehr kleine Menge des vorhandenen Tumormaterials aus der
gewonnen Biopsie ausschlaggebend fir die geringen Farbeintensitdten. Eine Biopsie enthalt
zumeist nur oberflachlich abgetragenes Biomaterial. Analysen von Biopsien aus zentraleren
Tumorarealen oder aus Teilen der Invasionsfront kdnnten deutlich reprasentativere Ergebnisse
liefern, da TP als angiogener Faktor vor allem an der Invasionsfront des Tumors exprimiert
wird. Das entnommene Material war meist nur 1-2 mm gro und lieferte somit nur wenig
Zellmaterial fur die mikroskopische Untersuchung. Biopsien, die weniger als 50 tumordse
Zellen enthielten, wurden nicht mit in die Analyse einbezogen (cutoff).

Auch bei den Resektaten ist die schwache immunhistochemische Féarbung der Préparate an
der Lage des Median zu erkennen. In den Gruppen A und B liegt der Median bei 0, in Gruppe
C bei 12. Der maximal erreichbare Wert betragt nach der Berechnung des H-Scores 300,
dieser Wert wurde jedoch in keiner einzigen Messung erreicht. Die Verteilung der Daten zeigt
innerhalb der immunhistochemisch angeféarbten Préparate ein gehduftes Vorkommen in den
unteren Bereichen des H-Scores (Abbildung 14). Nur wenige Ausreifler Uberschreiten bei den
Biopsien einen H-Score von 50 und bei den Resektaten einen H-Score von 100.

Ganz im Gegensatz zu den geringen Zellzahlen der Biopsien, konnten in den Resektaten
zumeist grofRRe Zellkolonien des Tumors angefarbt und untersucht werden. Die methodische
Schwierigkeit in der Untersuchung dieser Zellen bestand darin, mdglichst reprasentative
Bereiche innerhalb der Zellgruppen zu wahlen. Anschliefend wurden aus 4 verschiedenen
Bereichen des Praparates Zellkolonien gewahlt und 50 Zellen nach ihrer Farbung beurteilt.
Somit ergab sich ein Gesamtwert in den Farbeintensitdten, und der H-Score konnte im
Anschluss berechnet werden. Auf diese Weise wurde eine grofitmogliche Objektivitat bei der
Untersuchung angestrebt.

Damit die Untersuchung jedoch objektiv und mit mdglichst geringer Intra- und
Interobservervariabilitdt gestaltet werden kann, wurden verschiedene Bildanalysesysteme
entwickelt, mit denen eine Computer-gestitzte Erfassung immunhistochemischer Daten
ermoglicht wird. In unserer Arbeitsgruppe wurde von Susanna Posern das digitale
Bildanalysesystem VIAS in Hinblick auf die p53- und Ki67-Expression in
Rektumkarzinomgewebe erstmals evaluiert. Die Ergebnisse zeigen, dass eine verlassliche
Erfassung immunhistochemischer Daten mdglich ist, und der Einsatz von digitalen
Bildanalysesystemen, beispielsweise zur Uberpriifung der gesammelten Ergebnisse, zukiinftig

eine sinnvolle Erganzung in der immunhistochemischen Analyse sein kann (Posern 2013).
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Nachdem die Biopsien und Resektate unabh&ngig voneinander betrachtet worden waren,
wurde nur jenes korrespondierende Material von Patienten untersucht, welches sowohl in
Form einer Biopsie als auch eines Resektats vorlag.

In den Boxplot Darstellungen zur errechneten Differenz von Biopsie und Resektat kann man
die Dynamik der Expression von TP in den Biopsien und Resektaten beobachten (siehe
Abbildung 15). Die grofiten Differenzen lassen sich in Gruppe B beobachten. Hier liegt auch
die grofte Patientenanzahl vor. Die Darstellung macht aber deutlich, dass korrespondierende
Préparate teilweise sehr unterschiedlich angefarbt sind. Dies kdnnte damit zusammenhéangen,
dass immunhistochemisch untersuchtes Material aus Biopsie und Resektat h&ufig aus
unterschiedlichen Tumorarealen stammt und weil der Tumor nach der RT/CTx alteriert ist.
Wie bereits erwahnt wird die Biopsie meist weit entfernt von der Invasionsfront des Tumors
entnommen. Daher gibt es eine breite Verteilung der Daten Uber einen grof3en Bereich des H-
Scores, insgesamt gab es eine Tendenz zur Hochregulation von TP. Eine vergleichbare
Beobachtung konnten auch Jakob et al. in ihrer Studie aus dem Jahr 2004 machen.

4.4 Einfluss des pratherapeutischen TP-Expressionslevels auf den TRG

Anhand des Tumorregressionsgrades kann man das Ansprechen einer neoadjuvanten Therapie
beurteilen (Surrogatmarker). Im Rahmen dieser Arbeit sollte geklart werden, ob TP einen
Einfluss auf den Therapieerfolg (Tumorregression) und somit auf den Tumorregressionsgrad
hat. Es konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von TP im
Tumorgewebe und dem TRG erkannt werden. Vergleichbare Ergebnisse zeigte bereits eine
kleinere Studie von Jakob et al. (n=40) aus dem Jahr 2006, bei der kein statistischer
Zusammenhang zwischen einer intratumoralen TP-Genexpression und Tumorregression
festgestellt werden konnte (Jakob et al. 2006). Eine prognostische Bedeutung von TP konnte
demnach mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht festgestellt werden, sodass die
Ergebnisse von Jakob et al. anhand eines deutlich grélieren, unabhangigen Patientenkollektivs

nun bestatigt werden konnten.
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4.5 Prognostische Bedeutung des postoperativen Nodalstatus im Vergleich
zum TRG

Die Daten der vorliegenden Arbeit bestatigen allerdings die grundsétzliche, prognostische
Bedeutung der RT/CTx-induzierten Tumorregression bei lokal fortgeschrittenen
Rektumkarzinomen erneut. In einer Studie von Rddel et al. wurde 2005 bereits deutlich, dass
die komplette Tumorremission ein sehr friher (direkt postoperativ bestimmbarer) Surrogat-
Parameter fur eine langfristig gute Prognose ist. Je hoher der Grad der Tumorregression war,
desto besser war das DFS der Patienten innerhalb von 5 Jahren Nachbeobachtung (Rédel et
al. 2005).

Diese Aussagen lassen sich auch anhand der eigenen Ergebnisse in Abbildung 17 gut
nachvollziehen. Patienten mit pathologischer Komplettremission (pCR, (y)pTO (y)pNO MO)
lebten nach 90 Monaten noch immer krankheitsfrei! Bei allen anderen TRG wurden im Laufe
der Nachbeobachtungszeit Rezidive oder Fernmetastasen diagnostiziert. Vor allem in den
ersten 40 Monaten des Nachbeobachtungszeit traten gehduft Rezidive und Metastasen in den
TRG-Gruppen 1 bis 3a auf.

Ein geringfugiger Unterschied zur Studie von Rddel et al. konnte bei den Kurven von TRG 2
und TRG 3a festgestellt werden. Die Patienten mit TRG 3a scheinen einen schlechteren
Krankheitsverlauf aufzuweisen als Patienten mit TRG 2. Dieser Unterschied ist jedoch nicht
signifikant. Wiirde man TRG 3a und 3b zu einer Gruppe zusammenfassen (TRG 3), so wirde
Abbildung 17 einen, wie von Rddel et al. beschriebenen, stufenhaften Verlauf (von TRG 1-4)
aufweisen.

In der Summe hatten 53,4% der neoadjuvant therapierten Patienten eine gute
Tumorregression im Sinne eines TRG 3, 10,1% hatten eine pCR. Der Stellenwert der
neoadjuvanten Therapie wird auf diese Weise hervorgehoben.

Ob eine intensivierte neoadjuvante RT/CTx mit Oxaliplatin langfristig bessere therapeutische
Ergebnisse auf der Basis einer signifikant hoheren pCR-Rate (Rddel et al. 2012) hervorbringt,
wird sich erst in den anstehenden DFS-Analysen der CAO/ARO/AIO-04-Studie zeigen
lassen. Jede Verbesserung der neoadjuvanten RT/CTx mit Steigerung der pCR-Rate bei fur
die Patienten akzeptablem Nebenwirkungsprofil, scheint derzeit das Gesamtiberleben der
Patienten zu verbessern. Somit sollte eine hohe pCR-Rate stets das Therapieziel einer

neoadjuvanten Behandlung darstellen.

Eine pCR des Primarius bedeutet fir den Rektumkarzinom-Patienten zumeist eine komplette

Heilung. Entscheidend fiir diese hervorragende Prognose (siehe Abbildung 17) ist, nach einer
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Subgruppenanalyse einer Studie von Rddel et al. aus dem Jahr 2005, der postoperative
Nodalstatus. Um diese Hypothese zu uberprifen, wurden in der vorliegenden Arbeit die TRG
1-3 im direkten Vergleich mit dem postoperativen Nodalstatus korreliert (siehe Abbildung
18).

Die Analyse von Rodel et al. an 385 Patienten aus dem Prifarm der
CAO/ARO/AIO-94-Studie zeigte, dass eine geringe Tumorregression (TRG 0 und TRG 1) mit
einem hoheren Risiko fur einen positiven Nodalstatus verkniipft war und umgekehrt eine pCR
des Primarius in 90% mit einem negativen regionaren Nodalstatus assoziiert war. In der
vorliegenden Arbeit hatten sogar 100% der Patienten mit einem TRG 4 des Primarius
postoperativ einen negativen Nodalstatus.

Diese Ergebnisse lassen annehmen, dass die bisher vermutete prognostische Bedeutung des
TRG auch mit dem regionédren Nodalstatus direkt zusammenhangt.

Auch zwei weitere Studien aus den Jahren 2005 und 2006 konnten nachweisen, dass ein
negativer histopathologischer N-Status signifikant mit einem besseren outcome eingeht
(Chapet et al. 2005; Jakob et al. 2006).

Alle drei oben genannten Studien schlussfolgerten, dass bei einem lokal fortgeschrittenen
Rektumkarzinom der posttherapeutische, histopathologisch determinierte Nodalstatus der
wichtigste prognostische Faktor flir das DFS sei.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit eine Analyse zur Erfassung der
Korrelation des Nodalstatus und des TRG in Bezug auf das DFS durchgefiihrt. In Abbildung
18 ist deutlich zu erkennen, dass Patienten mit einem negativen Nodalstatus ein signifikant
langeres Uberleben haben, als Patienten mit einem positiven Nodalstatus (p=0,003). Dieses
Ergebnis ist unabhéngig vom jeweiligen TRG und unterstreicht die prognostische Relevanz

des histopathologisch ermittelten lokoregiondren Lymphknotenstatus.

4.6 Die prognostische Bedeutung der Thymidinphosphorylase

Zu Beginn der Arbeit stellten sich vor allem die Fragen, ob TP zur Therapiestratifizierung ein
geeigneter Laborparameter sei. Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurde die TP-
Expression mit der Entstehung von Lokalrezidiven, Fernmetastasen, DFS und CSS korreliert
(Kapitel 3.6).
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Bei der Entstehung von Lokalrezidiven in allen therapeutischen Gruppen gemeinsam konnte
sowohl bei den Biopsien als auch bei den Resektaten kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der TP-Expression festgestellt werden.

Patienten mit untersuchten Proben, die mit TP immunhistochemisch anférbbar waren,
entwickelten jedoch tendenziell hdufiger ein Lokalrezidiv als solche Patienten ohne eine
Exprimierung von TP (siehe Abbildung 21). Ein besonders signifikantes und interessantes
Ergebnis konnte in Gruppe A der prétherapeutischen Biopsien erkannt werden. Diese
Patienten, die nach der Biopsieentnahme keine neoadjuvante Therapie erhielten, entwickelten
signifikant schneller und haufiger Lokalrezidive, wenn sie TP Uberexprimierten, gegenuber
Patienten ohne TP-Expression (p=0,001). Ein ahnlicher Trend wie bei den Biopsien (p=0,145)
konnte bei den Rektumresektaten der Therapiegruppe A (primare Operation) festgestellt
werden.

Eine hollandische Studie aus dem Jahr 2000 von van Triest et al. konnte ebenfalls ein
vermehrtes Auftreten von Rezidiven, im Zusammenhang mit einer hohen TP-Expression, bei
Patienten ohne neoadjuvante Therapie nachweisen (van Triest et al. 2000).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass TP-exprimierende Gewebe mit einem aggressiveren,
lokalen Wachstum einhergehen kdnnten. Zusammenhéngen konnte dies mit der angiogenen
Funktion von TP in seiner Rolle als ,,Platelet-derived endothelial cell growth factor. In dieser
Funktion konnte das Enzym (bei fehlender neoadjuvanter Therapie) ein verstarktes
Tumorwachstum geférdert haben, wie es bereits in verschiedenen Experimenten untersucht
wurde (Ishikawa et al. 1989; Moghaddam et al. 1995; Toi et al. 2005). Dies kdnnte eine
mdogliche Erklarung fir die Ergebnisse in Abbildung 21 sein (siehe Kapitel 3.6.1.3).
Interessanterweise konnten in den Gruppen B und C (nach préoperativer RT/CTx) dieser
Arbeit keine vergleichbaren Erkenntnisse nachgewiesen werden.

Bei der Ausbildung von Fernmetastasen aus dem bioptisch gesicherten Material ergibt sich
dahingegen ein leichter Trend (p=0,185) zur besseren Prognose bei Patienten mit stark TP-
exprimierendem Gewebe, als bei solchen mit wenig TP. Dieser Trend ist in den Resektaten
nicht zu erkennen, Gruppe C der Biopsien liefert dahingegen wiederum ein interessantes und
statistisch signifikantes Ergebnis (p=0,035) bezuglich der Fernmetastasierung. Da keiner der
Patienten, die TP exprimierten, an Fernmetastasen erkrankte, kbnnte man vermuten, dass
diese Patienten von der friihen Therapie mit Oxaliplatin profitierten. Diese Vermutung liegt
nahe, da der einzige Unterschied in der Behandlung zur Gruppe B (hier p=0,863) in der

neoadjuvanten Applikation von Oxaliplatin lag.
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Ein &hnliches Ergebnis zeigt sich bei der Betrachtung des DFS. Kein einziger Patient aus
Gruppe C der untersuchten Biopsien mit hohen TP-Expressionen entwickelte innerhalb des
(im Vergleich zu den anderen Gruppen kirzeren) Nachbeobachtungszeitraums ein
Lokalrezidiv oder eine Fernmetastasierung. Oxaliplatin kdnnte sich demnach nicht nur
hemmend auf die Entstehung von Fernmetastasen, sondern auch auf die Entstehung von
Lokalrezidiven bei Patienten mit TP-Expression (p=0,04) auswirken. Eine Bestatigung dieser
Hypothese kann es aber erst nach Auswertung der CAO/ARO/AI0-04-Studie geben.

Die Ergebnisse der Korrelation von TP-Expression und CSS waren alle nicht signifikant. Eine
hohe oder niedrige Expression von TP hat demnach keinen Einfluss auf das Uberleben der
Rektumkarzinom-Patienten.

Ein weiterer Umstand, den es bei der Auswertung und Diskussion der Ergebnisse zu beachten
gilt, ist, dass die Gruppen, welche TP enthielten, stets kleiner waren als Gruppen mit
negativen TP-Expressionen. Bei kleineren GruppengrofRen kénnen bereits wenige Ereignisse
zu signifikanten Unterschieden innerhalb der Ergebnisse fiihren.

4.7 Aktuelle Studienlage zu TP

Im Jahr 1991 wurde die Entdeckung gemacht, dass es sich bei den Enzymen
Thymidinphosphorylase (TP), welches 1951 in Escherichia Coli entdeckt wurde (Schwartz
1971) und ,,platelet-derived endothelial cell growth factor” (PD-ECGF), welches 1989 von
Miyazono et al. erstmals beschrieben wurde (Miyazono und Heldin 1989), um dasselbe
Protein handelt (Barton et al. 1992). Im physiologischen Sinne erfillt dieses Protein den
Zweck eines angiogenen Faktors mit chemotaktischer Aktivitdat in den Endothelzellen
(Metzger et al. 1998). Zudem katalysiert dieses Enzym unterschiedliche Reaktionen, die im
Zusammenhang mit der Wirkung von 5-FU stehen (siehe Kapitel 1.8), welches seit nunmehr
50 Jahren zur Behandlung verschiedener Arten von Krebs (u.a. KRK, Pankreaskarzinom,
Mammakarzinom, als Salbe auch fur Basaliome und Morbus Bowen) eingesetzt wird und
noch immer backbone der Behandlung von KRK ist (Salonga et al. 2000). Es wurde bereits in
einigen Studien versucht herauszufinden, ob TP als Biomarker fiir eine geplante Therapie mit
5-FU von prognostischer Bedeutung sein konnte.

Einige Studien bestimmten die TP-Expression nach erfolgter neoadjuvanter Therapie (Jakob

et al. 2004; Tanaka et al. 2012), bei anderen gab es keine neoadjuvante Therapie und die
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Bestimmung von TP erfolgte vor der adjuvanten Therapie (Metzger et al. 1998; Salonga et al.
2000).

Die Ergebnisse dieser Studien sind dementsprechend sehr heterogen und kommen zu
teilweise sehr kontroversen Ergebnissen. So wurde in einer Untersuchung festgestellt, dass
eine hohe mMRNA Expression von TP in prétherapeutischen Biopsien, weniger gutes
Ansprechen auf eine Therapie mit 5-FU birgt (Metzger et al. 1998). Aus gemeinsamen
Vorarbeiten unserer Forschergruppe mit Jakob et al. (2004) konnte in einer neueren Studie
gezeigt werden, welchen Einfluss die TP-Expression auf das Ansprechen einer 5-FU
basierten RT/CTx haben konnte. Bei 40 Patienten wurden nach der neoadjuvanten RT/CTx
aus den TME-Rektumresektaten der TP-Gehalt anhand der Genexpression durch eine Real-
Time-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) bestimmt. In dieser Studie war eine niedrige TP-
Expression im residuellen Tumorgewebe (nach RT/CTx) mit einem guten Ansprechen
(bezogen auf den TRG) auf die neoadjuvante Therapie assoziiert (Jakob et al. 2004). Ahnliche
Ergebnisse brachte eine Studie aus Australien, bei der ein gutes Ansprechen auf die RT/CTx
und ein hohes Uberleben der Patienten mit einer niedrigen TP-Expression assoziiert waren
(Soong et al. 2008). Eine japanische Studie ergab hingegen, dass Patienten mit einer hohen
TP-Expression im untersuchten kolorektalen Karzinomgewebe, eine geringere Rate an
lymphatischen und hdmatogenen Metastasen aufwiesen und somit auch insgesamt eine
bessere Prognose hatten, als Patienten mit einer geringen TP-Expression (Saito et al. 2000).

In den Studien wurden zudem unterschiedliche Methoden zur Bestimmung der TP-Expression
angewendet. So erfolgte entweder der direkte Nachweis von TP Uber eine Messung der
MRNA-Expression von TP oder Uber eine indirekte Intensitatsdarstellung durch IHC-
Anféarbungen, wie sie in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden. Die hohe
Genexpression von TP muss jedoch nicht zwangsldufig eine hohe intrazellulare
Proteinexpression des Enzyms TP bedeuten (Metzger et al. 1998). Daten vergleichbarer
Studienergebnisse sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

Bei einem direkten Vergleich der Studiendaten mit den Ergebnissen dieser Arbeit ist zu
beachten, dass sich sowohl die diagnostischen und therapeutischen Methoden, als auch die
Patientenkollektive deutlich voneinander unterscheiden. Zudem werden Kolon- und
Rektumkarzinome héufig als eine gemeinsame Tumorentitdt (KRK) gewertet (vergleiche
Kapitel 1.1.1).
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Autor und Jahr

Takebayashi et al.
(1996)

Journal of the National Cancer
Institute

Metzger et al. (1998)

Clinical Cancer Research

Salonga et al. (2000)

Clinical Cancer Research

Jakob et al. (2004)

The Journal of Pathology

Anzahl
Patienten
163

38

33

40

Untersuchtes
Material

Kolorektale Resektate

(Dukes A-CY)

Prétherapeutische
Biopsien

Pratherapeutische
Biopsien

Prétherapeutische
Biopsien und
Rektumesektate
((c)uICC-I1/-111)

Methode

IHC mit
monoklonalen
Antikdrpern

TP-Genexpression
(RT-PCR?

TP-Genexpression
(RT-PCR)

TP-Genexpression
(RT-PCR)

Therapie

* Operation
(Dukes C: anschlieRend
adjuvante Therapie mit 5-FU)

+ Adjuvante CTx
(5-FU i.v. + Leukovorin)

+ Adjuvante CTx
(5-FU i.v. + Leukovorin)

* Neoadjuvante RT/CTx (5-
FU)

* Operation

« Adjuvante CTx (5-FU)

Ergebnisse der Studie in Bezug auf TP

Hohe TP-Expression korreliert mit
fortgeschrittenen Dukes-Stadien, sowie mit
Lymphknotenmetastasen und verstarkter
Angiogenese

Hohe TP-Expression ist assoziiert mit einem
Nichtansprechen auf eine Therapie mit 5-FU

Aussage zur TP-Expression ist nur in Kombination
mit TS und DPD mdglich: Patienten mit einer
geringen Expression aller 3 Enzyme hatten ein
sign. langeres Uberleben als Pat. mit einer hohen
Expression von nur einem dieser Enzyme

PE: es konnte keine signifikante Korrelation von
TP mit dem TRG gemessen werden

Resektate: eine niedrige TP-Expression korrelierte
signifikant mit besserem therapeutischem
Ansprechen (gemessen am TRG)
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180

40

254

223

Kolorektale Resektate
(pUICC I-1V)

Rektumresektate

Kolon- und
Rektumresektate cUICC-
111, zusatzliche Kontrolle
durch Probe aus Mukosa
(10cm entfernt vom
Primartumor)

Pratherapeutische

Biopsien und
Rektumresektate
((c)UICC-I1/-111)

TP-Genexpression
(RT-PCR)

TP-Genexpression
(RT-PCR)

TP-Genexpression
(RT-PCR)

IHC mit
monoklonalen
Antikorpern

» Neoadjuvante RT/CTx

* Operation

* Adjuvante CTx

(Tegafur, Capecitabin, 5-FU
i.v.)

* Neoadjuvante RT/CTx (5-
FU)
* Operation

« Adjuvante CTx
(5-FU i.v. + Leukovorin)

« 3 Therapiegruppen

A: keine neoadj. Therapie

B: neoadj. 5-FU mono + RT
C: neoadj. 5-FU + Oxal.+ RT

* Operation
 Adjuvante CTx

Stadium I-I11: keine signifikante Korrelation
konnte gefunden werden

Stadium IV: Schlechteres outcome (OS) fiir
Patienten mit hoher TP-Expression

Keine signifikante Korrelation der TP-Expression
mit dem DFS

Hohe TP-Expression war signifikant mit einem
vermehrten regiondren Lymphknotenbefall und
einem niedriger differenziertem Tumorgewebe
assoziiert

1. Mehr Lokalrezidive bei hoher TP-Expr. ohne
neoadjuvante Therapie (nur signifikant fir PE)

2. Weniger Fernmetastasen/ besseres DFS bei
hoher TP-Expression bei anschlieBender neoadj.
Therapie (nur signifikant fir PE)

3. Keine signifikante Korrelation von TP mit dem
CSS der Patienten

4. Keine Korrelation der TP-Expression mit dem
TRG

Tabelle 11: Studienlage zur Ermittlung des prognostischen Potentials von TP
Tabelle zur Darstellung bisher durchgefiihrter Studien beziiglich des prognostischen Potentials von TP. Aufgelistet sind Patientenzahl, untersuchtes Material, die Methodik zur

Messung der TP-Gen-/Proteinexpression, die therapeutischen MaBnahmen und die Ergebnisse (und Schlussfolgerungen) der Studien.

1: Dukes-Stadien: A — Tumorinfiltration maximal bis in die Tunica muscularis; B — T3 oder T4, keine Lymphknotenmetastasen; C — pos.

Lymphknotenmetastasen; D — pos. Fernmetastasierung

2: RT-PCR: real-time quantitative PCR
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4.8 Korrelation der Ergebnisse von TP und TS

Die Messung eines einzelnen Biomarkers zur Abschatzung der unmittelbaren Auswirkung
einer neoadjuvanten Therapie und einer mdoglichen Prognose ist nicht ausreichend. Eine
multivariable Analyse von relevanten Biomarkern kénnte in Zukunft ein wichtiger Schritt in
Richtung ,,Individualisierung der onkologischen Therapie* sein.

In einer aktuellen Studie von Unger et al. aus dem Jahr 2011 wurde aus diesem Grund die
Expression von TP und TS in Adenokarzinomen des Rektums untersucht und miteinander
korreliert. Hierzu wurden 20 Patienten mit einem lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom in
die Studie eingeschlossen. Alle Patienten erhielten eine neoadjuvante RT/CTx mit
Capecitabin und die Tumoren wurden postoperativ histopathologisch nach ihrem TRG
klassifiziert (Responder: TRG 2-4, Nonresponder: TRG 0-1). Die Expression der Biomarker
TP und TS wurde immunhistochemisch bestimmt (Unger et al. 2011).

Aufbauend auf den Daten der Dissertation von Frau Dr. med. Lena Conradi aus unserer
Arbeitsgruppe des TP5, der KFO 179, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine
zusatzliche Analyse der Korrelation von TP und TS mit klinikopathologischen Parametern
und Ereignissen aus der Langzeitanalyse durchgefiihrt.

Ergebnisse von Unger et al. zeigten, dass sieben von acht Responder, eine nicht messbare
oder sehr geringe TS-Expression aufwiesen. Umgekehrt zeigten drei von vier Nonrespondern
eine hohe TS-Expression. Dieser Zusammenhang konnte in der Studie von Conradi et al.
nicht nachgewiesen werden, es gab keinen erkennbaren signifikanten Zusammenhang
zwischen dem TRG und der TS-Expression.

Die Studie von Unger et al. zeigte zudem, dass eine hohe Expression von TP mit einem guten
Ansprechen auf die neoadjuvante Therapie signifikant korrelierte. In der vorliegenden eigenen
Arbeit konnte jedoch kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression
von TP und dem TRG gemessen werden. Eine mdgliche Erklarung flr die verschiedenen
Ergebnisse in Bezug auf die TP- und TS-Expression und den TRG koénnte die geringe
Patientenzahl der Studie von Unger et al. (die Untersuchung fand an lediglich 12 Patienten
statt: 8 Responder, 4 Nonresponder) sein.

Ein Uberraschendes und sehr interessantes Ergebnis ist in Abbildung 31 dargestellt, in der eine
starke Tendenz zur Korrelation von fortgeschrittenen TRG (TRG 3b) mit hohen
Expressionsleveln von TP und TS auffallt. Niedrige Werte dieser Enzyme korrelierten
hingegen vermehrt mit einem geringen TRG. Wie jedoch bereits in Kapitel 4.5 er0rtert, ist die
Bedeutung des TRG zum Teil noch unklar. Lediglich der prognostische Wert einer pCR
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konnte bislang in der Studie von Rd&del et al. aus dem Jahr 2005 und unter anderem auch
durch die vorliegende Arbeit (siehe Abbildung 17) bestatigt werden.

Unger et al. konnten des Weiteren zeigen, dass Patienten in ihrer Studie, die ein Lokalrezidiv
entwickelten, signifikant hohere Expressionslevel von TS und signifikant geringere Wert von
TP aufwiesen. Jakob et al. konnten 2006 eine signifikante Korrelation bei hohen Expressionen
von TS und der Wahrscheinlichkeit eines Tumorrezidivs nachweisen. Weder Conradi et al.
noch die vorliegende Arbeit konnten die Ergebnisse von Unger et al. und Jakob et al.
reproduzieren. Abbildung 32 verdeutlicht, dass die Analyse der Korrelation der TP- und TS-
Expression mit dem DFS keinen signifikanten Zusammenhang erkennen lasst. Es l&sst sich
lediglich ein leichter Trend erkennen, dass hohe TP- und TS-Expressionen vermehrt mit
einem besseren DFS einhergehen. Auch in Bezug auf die Entwicklung von Lokalrezidiven
konnte keine signifikante Korrelation mit der TP- und TS-Expression, wie Unger et al.
zeigten, nachgewiesen werden. Die Kombination aus diesen beiden enzymatischen
Biomarkern mit weiteren Biomarkern konnte jedoch zukinftig durchaus Grundlage fur eine

individuell angepasste Therapie bieten.

4.9 Capecitabin in der neoadjuvanten Therapie

In der Summe erhielten 12 Patienten aus der neoadjuvanten Therapiegruppe C Capecitabin
(Xeloda®) anstelle des intravends verabreichten 5-FU. Zur Umwandlung dieses oral
verabreichten Prodrugs wird ein 3-stufiger enzymatischer Prozess bendétigt, dessen letzter
Schritt durch TP katalysiert wird (Patel 2011). Da im Vergleich zu normalem Gewebe in
kolorektalen Tumoren eine vermehrte Expression von TP vorhanden ist (Shimma et al. 2000),
sollte der Umsatz von Capecitabin zu 5-FU in diesem Gewebe ebenfalls erhoht sein. Auf
diese Weise verspricht man sich eine verbesserte zytotoxische Wirkung und lokale
Beschrankung von 5-FU. In diesem Sinne ist eine Untersuchung des Zusammenhangs
zwischen TP-exprimierenden Tumoren und der Wirksamkeit von Xeloda® ein sinnvoller
Aspekt im Rahmen dieser Arbeit.

Es erhielten jedoch lediglich 12 Patienten Xeloda®. Innerhalb der Biopsien konnte eine starke
TP-Expression bei 2 Gewebeproben nachgewiesen werden, bei den Resektaten konnte bei 7
Gewebeproben TP nachgewiesen werden. Abbildung 35 verdeutlicht, dass es statistisch
betrachtet (unabhéngig von TP) keinen Unterschied macht, ob man neoadjuvant mit Xeloda®
oder intravendsem 5-FU behandelt wird. Fir beide Patientengruppen ergibt sich nach 5 Jahren
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Nachbeobachtungszeitraum ein DFS von 60%. In Abbildung 36 wird ein moglicher Einfluss
von TP auf das DFS und CSS bei Patienten mit Xeloda® und intravendsem 5-FU geprift. Die
hochste Wahrscheinlichkeit fiir ein Lokalrezidiv oder eine Fernmetastase hatten, nach
Abbildung 36, Patienten, die 5-FU intravends appliziert bekamen und kein TP in den
Tumorzellen exprimierten. Hier lag das DFS nach 28 Monaten noch bei 53%. Im direkten
Vergleich kann man erkennen, dass Patienten, die hier TP exprimierten, ein DFS von 65%
nach 42 Monaten hatten. Patienten, die Xeloda® erhielten (n=10) entwickelten deutlich spéter
Lokalrezidive oder Fernmetastasen als solche, die 5-FU intravenés (n=50) bekamen. Nach 28
Wochen entwickelte der erste TP-exprimierende Tumor ein Lokalrezidiv. Patienten (n=3), die
kein TP exprimierten, entwickelten nur ein Lokalrezidiv im Beobachtungszeitraum von 78
Monaten und dieses trat nach 64 Monaten auf.

Das CSS in Abbildung 36 zeigt, dass Patienten, die Xeloda® erhielten, deutlich spéter an
threm Tumor verstarben als Patienten, die mit intravendsem 5-FU behandelt wurden. Den
ersten tumorspezifischen Todesfall gab es somit erst nach 61 Monaten, bei 5-FU behandelten
Patienten bereits nach 15 Monaten. Auch hier sollte jedoch auf den gravierenden Unterschied
beziglich der GruppengrofRen erneut hingewiesen werden. Diese Ergebnisse sollten in einer
Studie mit grolRerer Patientenzahl erneut durchgefuhrt werden, um signifikante Ergebnisse
und somit auch fundierte Erkenntnisse liefern zu kénnen.

In préklinischen Studien konnte gezeigt werden, dass in vitro eine RT die enzymatische
Umwandlung von Capecitabin zu 5-FU durch TP steigern kann (Sawada et al. 1999).
Ahnliche Ergebnisse konnten mit intravends verabreichtem 5-FU nicht erreicht werden
(Dunst et al. 2002). AuRerdem bietet Xeloda® den Vorteil der oralen Einnahme. Dies senkt
das Risiko von Infektionen im Vergleich zu 5-FU, da dieses Uber einen peripheren
Venenkatheter oder eine Infusionspumpe appliziert werden muss. Zudem konnte es fiir viele
Patienten angenehmer sein, das Medikament in oraler Form einzunehmen.

Auf der anderen Seite sollten auch die negativen Auswirkungen eines oral applizierten
Medikaments bedacht werden. So muss der Patient sich in hoéchstem MaRe compliant
verhalten, indem er regelmaRig Xeloda® einnimmt. Eine genaue Uberwachung, ob die
Dosierung korrekt eingehalten wird, kann durch den behandelnden Arzt somit nicht
gewadhrleistet werden. AuRerdem liegt der reine Medikamentenpreis des vergleichsweise
neuen Medikaments Xeloda® deutlich hoher, als der des seit 1962 im Handel befindlichen
intravendsen 5-FU. Nicht zuletzt ist die Bioverfligbarkeit des Chemotherapeutikums ein
entscheidendes Kriterium bei der Wahl eines geeigneten Medikaments. In Studien konnte

nachgewiesen werden, dass sowohl das enteral aufgenommene als auch das intravends
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applizierte 5-FU schlecht steuerbar ist und starken individuellen Schwankungen unterliegen
kann (Findlay et al. 1996). Um jedoch eine moglichst effektive CTx durchfiihren zu kdnnen,
werden konstante 5-FU Spiegel im Blutplasma benétigt. Aus diesem Grund wird in unserer
Arbeitsgruppe des TP5 der KFO179 derzeit eine Methode zur standardisierten Bestimmung
des 5-FU-Plasmaspiegels durchgefiihrt

Eine aktuelle Pilotstudie von Makihara et al. aus dem Jahr 2012 konnte zeigen, dass die
Messung von Capecitabin im Blutplasma und somit eine individuelle Therapieanpassung
mdoglich ist. Durchgefiihrt wurde diese Messung mit Hilfe eines My5-FU (nanoparticle
antibody-based immunoassay). In einem Vergleich der Plasmaspiegel fiel auf, dass Patienten,
die Capecitabin erhielten, breitere Konzentrationsschwankungen und insgesamt niedrigere
Plasmawerte aufwiesen als Patienten, die intravendses 5-FU erhielten. Eine Dosisbeurteilung
von Capecitabin ist somit mdéglich und koénnte schon bald in den klinischen Alltag
eingebunden werden (Makihara et al. 2012).

Diese Faktoren, allen voran der radiosensibilisierende Einfluss auf TP, haben zu einer
Aufnahme von Xeloda® als einer mdoglichen Therapieoption in das multimodale
Therapiekonzept des lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinoms gefihrt.

Durch eine aktuelle Studie aus Heidelberg von Hofheinz et al. (2012) konnte an 392 Patienten
nachgewiesen werden, dass eine Behandlung mit Capecitabin sich positiv auf das DFS der
Patienten auswirke. Als Kontrollgruppe dienten bei dieser Studie Patienten mit intravends
verabreichtem 5-FU (5-Jahres DFS: 68% flr Capecitabin vs. 54% flr 5-FU i.v.). Der Effekt
konnte sowohl fir die adjuvante als auch fir die neoadjuvante Therapie nachgewiesen
werden.

In verschiedenen Studien konnte die gute Wirksamkeit von Capecitabin in Verbindung mit
Oxaliplatin bewiesen werden. So konnte ein downstaging von 33-72% nachgewiesen werden
bei einer pCR von bis zu 28% (Glynne-Jones 2005). In der vorliegenden Studie konnte, unter
kompletter Aufarbeitung des mesorektalen Weichgewebes, bei keinem einzigen Patienten, der
Xeloda® erhielt, eine pCR nachgewiesen werden. Bei 2 Patienten konnte jedoch ein TRG 3b
(bis zu 99% Tumorregression) gefunden werden. Eine RO-Resektion erfolgte bei allen 12 mit
Xeloda® behandelten Patienten (100%).
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Autor und Jahr der Studie Anzahl (n) downstaging pCR (%) RO-Resektion
Patienten (%) (%)

Fakih et al. (2006) 12 64 27 27

International Journal of Radiation Oncology

Glynne-Jones (2005) 18 72 28 78

Annals of Oncology

Hospers et al. (2007) 21 33 10 81

Annals of Surgical Oncology

Machiels (2005) 40 53 14 n/a

Annals of Oncology

Rodel (2003) 32 55 19 79

Journal of Clinical Oncology

Specking et al. (2013) 12 58 0* 100

Tabelle 12: Studienlage zur neoadjuvanten Therapie mit Capecitabin bei

Rektumkarzinomen

In dieser Tabelle werden 6 Studien aufgelistet, deren Patienten neoadjuvant alle Xeloda® und Oxaliplatin
erhielten. Betrachtet wurde hierbei die Anzahl der Patienten, das downstaging (in %), die pCR (in %) und der
RO-Resektionsstatus (in %).

* unter der MaRgabe der kompletten mesorektalen Aufarbeitung. TRG 3b (Regression von 95-99%) gab es bei 3
Patienten (25%).

4.10 Ausblick

AbschlieBend muss die Frage diskutiert werden, welche Relevanz die vorliegende Arbeit fir
den Kklinischen Alltag und kinftige wissenschaftliche Forschungen hat.

Pratherapeutische Biopsien werden im Rahmen einer Koloskopie/Rektoskopie gewonnen.
Hierbei wird ein relativ oberflachlicher Anteil des verdachtigen Tumors entnommen und
histologisch untersucht. Da das entnommene Gewebe haufig weit entfernt von der
Invasionsfront des Karzinoms liegt, TP an der Invasionsfront jedoch verstarkt exprimiert
wird, konnten folglich in den préatherapeutischen Biopsien lediglich geringe TP-Expressionen
nachgewiesen werden. Da Biopsien auch in Zukunft eher aus randstdndigen Tumorregionen
entnommen werden, erscheint die Messung der TP-Expression in pratherapeutischen Biopsien
zur Therapiestratifizierung wenig aufschlussreich. Die wenigen Patienten, deren Biopsien in
der vorliegenden Untersuchung jedoch TP vermehrt exprimierten, zeigten eine signifikante
Korrelation bei der Entstehung von Lokalrezidiven. Diese Ergebnisse konnten nur in der
primar operierten Patientenkohorte nachgewiesen werden.

In den Rektumresektaten konnten hohere Expressionen von TP gemessen werden als in den
pratherapeutischen Biopsien. Hier konnten jedoch keine signifikanten Zusammenhange

zwischen der TP-Expression und klinikopathologischen Parametern oder Ereignissen im

91



Diskussion

Follow-Up gefunden werden. Nach den ermittelten Ergebnissen der vorliegenden Studie hat
TP allein somit keinen prognostischen Wert beziiglich des DFS und des CSS. Eine
Madglichkeit, TP als Parameter zur Therapiestratifizierung nutzen zu kénnen, konnte daher
nicht nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch auch, dass eine Kombination
verschiedener Biomarker die Basis fur eine ,,individuellere onkologische Therapie* sein kann.
Die Korrelation von TP und TS mit dem TRG zeigte, dass eine kombinierte, starke
Auspragung beider Enzyme zu einem hoéheren Tumorregressionsgrad beim Rektumkarzinom
nach RCT/CTx flhrte als Zeichen eines guten und unmittelbaren Therapieansprechens mit
mutmalilich gunstigerer Prognose. Dieses Ergebnis sollte in einer groReren Studie unter
Anwendung préoperativer multimodaler Therapie untersucht werden.

Des Weiteren konnte die vorliegende Studie zeigen, dass der postoperative histopathologische
Nodalstatus der wichtigste unabhangige prognostische Faktor fur das Rektumkarzinom ist.
Ein direkter Vergleich mit dem TRG konnte dies bestatigen. Aus diesem Grund sollte
postoperativ verstarkt auf eine prézise histopathologische Resektataufarbeitung unter

besonderer Beriicksichtigung des Nodalstatus geachtet werden.
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5 Zusammenfassung

Das KRK ist sowohl bei Ménnern als auch bei Frauen der zweithaufigste bdsartige Tumor in
Deutschland. In den vergangenen Jahren konnten gerade in der Therapie des lokal
fortgeschrittenen Rektumkarzinoms in erhebliche Fortschritte erzielt werden.

Die Einflihrung einer 5-FU basierten neoadjuvanten Radiochemotherapie in die S-3 Leitlinien
fihrte zu einer langfristigen Reduktion der Lokalrezidivrate und einer Verringerung der
akuten und chronischen Toxizitdat im Vergleich zur primaren Operation gefolgt von
adjuvanter RT/CTx. Das mit der neoadjuvanten Therapie einhergehende downsizing und
downstaging fuhrte vermehrt zu sphinktererhaltenden Operationen (in 19% der Falle,
CAO/AIO/ARO-94-Studie). Erste Ergebnisse der CAO/ARO/AIO-04-Studie zeigten unter
Intensivierung der neoadjuvanten Therapie mit Oxaliplatin bereits einen signifikanten Anstieg
der kompletten Remission des Primartumors auf 17% gegeniiber einem 5-FU-
Standardregime; allerdings liegen aus der Studie noch keine Daten zum Einfluss auf das DFS
vor.

Trotz aller genannten Fortschritte in der Therapie des lokal fortgeschrittenen Rektum-
karzinoms konnte bisher keine Reduktion der Fernmetastasierungsrate (etwa 30% uber 10
Jahre Nachbeobachtung) oder des Gesamtiiberlebens erzielt werden. Aus diesem Grund ist es
von entscheidender Bedeutung, die molekularen und enzymatischen Mechanismen des
Karzinoms zu verstehen und kinftig Biomarker zu identifizieren, die eine prognostische und
pradiktive Funktion haben und eine Individualisierung der onkologischen Therapie
ermoglichen konnten.

Einer dieser potentiellen Biomarker ist TP, ein Enzym, welches in den physiologischen
Stoffwechsel einer jeden Zelle eingebunden ist. Dort dient es als angiogener Faktor,
katalysiert aber des Weiteren mindestens drei bekannte Reaktionen, die im Zusammenhang
mit dem 5-FU-Metabolismus stehen. In friheren Studien wurde festgestellt, dass in
Karzinomzellen (verglichen mit normalem Gewebe) eine erhohte Expression von TP
gemessen werden kann.

Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Studie 223 Patienten mit einem lokal
fortgeschrittenen Rektumkarzinom auf eine Expression von TP immunhistochemisch
untersucht. Alle Patienten wurden, unter Gewéhrleistung standardisierter Bedingungen,
multimodalen  Therapieschemata zugefiihrt. Diese basierten auf randomisierten,
multizentrischen Phase-11/-111 Studien. Die Operationen fanden in der Klinik fir Allgemein-,

Viszeral- und Kinderchirurgie an der Universitatsklinik Goéttingen statt. Fur die Analyse des
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in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patientenkollektivs standen 186 Biopsien und 223
Rektumresektate zur Verfugung. Daten von klinikopathologischen Parametern und der
Nachbeobachtungszeit wurden erhoben, auf’erdem wurden die Patienten in Therapiegruppen
aufgeteilt: Gruppe A (n= 41) wurde primér operiert, Gruppe B (hn= 69) erhielt eine
neoadjuvante RT/CTx mit 5-FU, in Gruppe C (n= 113) wurde eine neoadjuvante RT/CTx mit
5-FU plus Oxaliplatin appliziert. Alle Patienten wurden zudem einer ihrem jeweiligen
Therapieschema entsprechenden postoperativen (adjuvanten) Chemotherapie zugefihrt.

Die immunhistochemisch bestimmte TP-Expression wurde untersucht und statistisch
aufgearbeitet. Biomaterial aus residuellem Tumorgewebe zeigte eine kraftigere
TP-Expression als bioptisch gesichertes Material. Die Ergebnisse wurden mit den Kklinisch
evaluierten Patientencharakteristika und den oben genannten Therapiegruppen korreliert und
einer weiteren statistischen Analyse unterzogen.

Die Ergebnisse der Analyse der pratherapeutischen Biopsie zeigten, dass primar operierte
Patienten mit einer erhohten TP-Expression im untersuchten Gewebe signifikant h&aufiger
Lokalrezidive entwickelten (p=0,001). Des Weiteren zeigten die Untersuchungen der
pratherapeutischen Biopsien, dass Patienten in Gruppe C mit einer hohen TP-Expression
signifikant seltener Fernmetastasen ausbildeten, als Patienten mit einer geringen TP-
Expression (p=0,035). In Gruppe B konnten keine vergleichbaren Ergebnisse festgestellt
werden.

Die genannten Ergebnisse lieen sich allerdings nicht fur die Resektate reproduzieren, hier
gab es keine signifikante Korrelation. Auch konnte bei der Untersuchung der TP-Expression
weder innerhalb der préatherapeutischen Biopsien noch der Tumorresektate ein signifikanter
Zusammenhang hinsichtlich des krankheitsspezifischen Gesamtiberlebens aufgedeckt
werden.

Korrelationen der Expression von TP in préatherapeutischen Biopsien mit dem TRG waren
statistisch ebenfalls nicht signifikant.

Bei der Korrelation des Tumorregressionsgrades (Responder und Nonresponder) mit dem
postoperativ und histopathologisch bestimmten lokoregiondren Nodalstatus zeigte sich ein
signifikanter Unterschied (p=0,003). Abgesehen von einer pCR, hatte der TRG keinen
signifikanten Einfluss auf den Verlauf der Patienten. Wichtigster Prognosefaktor war der
Nodalstatus. Patienten mit einem positiven Nodalstatus entwickelten hdufiger Rezidive als
Patienten mit einem negativen Nodalstatus (p=0,003).

Ein Abgleich der Daten mit den Ergebnissen der Dissertation von Conradi et al. aus dem Jahr

2010 bezuglich der Expression von TS wurde ebenfalls durchgefiihrt. Patienten aus dem
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overlap (n=177) wurden auf die Expression der potentiellen Biomarker TP und TS tberpruft
und mit Kklinikopathologischen Parametern und Ereignissen aus dem Follow-Up korreliert.
Die kombinierte Untersuchung der Expression von TP und TS zeigte keinen Zusammenhang
mit dem DFS oder dem CSS, eine weitere Untersuchung mit Bezug auf den TRG zeigte
jedoch eine starke Tendenz zu einer Korrelation: Patienten mit einer hohen Expression der
beiden Enzyme zeigten eine starkere RT/CTx-induzierte Tumorregression als Patienten mit
einer geringen Enzymexpression (p=0,0609).

AbschlieBend wurde exemplarisch die Wirkung von Capecitabin (Xeloda®) in der
neoadjuvanten Therapie in Bezug auf die TP-Expression untersucht, da TP fur die
intrazellulare  Umwandlung von Capecitabin zu 5-FU verantwortlich ist. Die
Subgruppenanalyse zeigte jedoch keinen Zusammenhang, vermutlich war das untersuchte
Patientenkollektiv fur reprasentative Ergebnisse nicht groR genug (n=12).

Schlussfolgernd ist TP den Ergebnissen dieser Studie zufolge ein wenig geeigneter
molekularer Laborparameter zur Therapiestratifizierung. In préatherapeutischen Biopsien
konnte nur bei wenigen Patienten eine hohe TP-Expression festgestellt werden, da dieses
Biomaterial zumeist aus eher peripheren Tumoranteilen stammte. TP in Tumorresektaten
korrelierte nicht signifikant mit Ereignissen des Follow-Ups. Eine Kombination mit weiteren
Biomarkern konnte den Einsatz von TP als prédiktiven und prognostischen Marker im

klinischen Alltag wahrscheinlicher machen.
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6 Anhang

a) Mason-Kriterien

Beschreibung Stadium

I Der Tumor ist auf die Mukosa begrenzt und gegenlber der
Submukosa verschiebbar

] Der Tumor ist mit der Wand des Rektums, in Bezug auf die
Umgebung des Darms, verschiebbar

I Der Tumor hat alle Wandschichten durchbrochen. Somit ist die
Beweglichkeit des Rektums gegentiber der Umgebung eingeschrankt

v Der Tumor fixiert das Rektum gegeniber der Umgebung

\/ Es liegen bereits Fernmetastasen vor

b) Histologische Differenzierungsgrade

Einteilung Differenzierungsgrad Beurteilung
Low-Grade- Gl Hochdifferenziertes malignes Gewebe, hohe
Karzinome Ubereinstimmung mit urspriinglichem Gewebe
G2 MéRig differenziertes malignes Gewebe
High-Grade- G3 Schlecht differenziertes malignes Gewebe
Karzinome
G4 Nicht differenziertes malignes Gewebe, Anaplasie
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c) Aktuelle TNM-Klassifikation des Rektumkarzinoms nach Wittekind und Meyer, 2010

TNM-Klassifikation
Carcinoma in situ

Tumor infiltriert die Submukosa
Tumor infiltriert Muscularis propria
Tumor infiltriert Subserosa und perirektales Gewebe

Tumor infiltriert angrenzende Organe und/oder das viszerale Peritoneum
Perforation des viszeralen Peritoneums

Direkte Infiltration benachbarter Organe

keine regionaren Lymphknotenmetastasen

Metastasen in 1-3 regiondren Lymphknoten
1 regionar befallener Lymphknoten

2-3 regionar befallene Lymphknoten

Befall von Fettgewebe der Subserosa

Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten
4-6 regionére Lymphknoten befallen

mehr als 6 regionére Lymphknoten sind befallen

MO keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden
\V/ilzi - die Fernmetastasen sind auf ein Organ beschrankt (Lunge, Leber, etc.), jedoch keine Metastasen im
Peritoneum

\V/lil[5) Fernmetastasen in verschiedenen Organen oder im Peritoneum

d) Stadieneinteilung KRK nach der neuen UICC-Klassifikation (nach Wittekind und Meyer
2010)

Stadiengruppierung T-Stadium N-Stadium M-Stadium
nach UICC
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1, T2 NO MO
Stadium Il A T3 NO MO
Stadium 11 B T4a NO MO
Stadium 11 C T4b NO MO
Stadium 111 Jedes T N1, N2 MO
Stadium 111 A T1, T2 Nla MO
T1 N2a MO
Stadium 111 B T3, T4a N1 MO
T2, T3 N2a MO
T1, T2 N2b MO
Stadium 111 C T4a N2a MO
T3, T4b N2b MO
T4b N1, N2 MO
Stadium IV A Jedes T Jedes N M1la
Stadium 1V B Jedes T Jedes N M1b
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e) CAO/ARO/AI0-94-Studie: Therapieschema

CAO / ARO/ AIO — 94 — Studie
beim cUICC-II/lll Rektumkarzinom (0-16 cm ab Anokutanlinie)

5FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5FU
5x 1000 mg/m2 5x 1000 mg/m2 500 mg/m2/d
120h Infusion 120hInfusion i.v. Bolus

Arm I:
OP | | = 11T |11 11
5-FU >FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU
5x 1000 mg/m? 5 X 1000 mg/m? 500 mg/m?d
120h Infusion  120h Infusion Lv. Bolus
Armll: +«—» <

op | IIE- I L

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Wochen

f) CAO/ARO/AIO-04-Studie: Therapieschema

Studienschema

KONTROLL-ARM:

prera L

Chemotherapie:

E-Fluorouracil e | = e > = = [ = | [ |
1000 mogim*d  d 1-5 d 29-33 -
Dauerintusion 5-FU; 500 mg/m™'d als Bolus iiber
1.+5. RT-Woche 2-5 min. (Tag 1-5), Wiederholung
I i i i 1 fr Tap 29, insgesamt 4 Kurse
1 2 3 L 5 ]

PRUF-ARM:

Radiotherapie

28X 1.8 Gy : mumuumum uulmﬁu.d Gy

Chemotherapie
S-Fluorouracil

250 mgimeid 1 | ]
Dauerinfusion - Lm0 — l—.}EIIS-FL_.-Infuaim ibar 48 h |

Oxaliplatin
50 mig/med ' [! l !; d1
o . .j.._-: ¢ . Wiederholung d 15; insgesamt § Kurse
1 5

Folinséure 400ma/m®; 2hdnfusion
Oxaliplatin 100mg/m*; 2hInfusion
5-FU Infusion 2400 mg/m? 46h-Infusicn
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