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Einleitung

1 Einleitung

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist nach dem Mammakarzinom der Frau und dem
Prostatakarzinom des Mannes die zweithaufigste Malignomerkrankung in Deutschland und
dritthaufigste Krebserkrankung in den Vereinigten Staaten von Amerika (Robert Koch Institut
2012; Jemal et al. 2011). Aufgrund des demographischen Wandels ist besonders in den
westlichen Industrielandern ein Anstieg der Neuerkrankungen (absolute Fallzahlen) in den

letzten zwei Jahrzehnten zu verzeichnen.

Im Jahr 2008 wurden in Deutschland 65.390 Neuerkrankungen (35.350 Manner und 30.040
Frauen) des KRK registriert, von denen 30% im Rektum lokalisiert waren. Niedersachsen ist
bezliglich der Inzidenzrate Uberdurchschnittlich vertreten (gemessen an der Inzidenzrate in
der gesamtes Bundesrepublik) und belegt geschlechtsunabhangig leider eine
Spitzenposition. Wahrend die altersstandardisierte Sterberate (Mortalitdt) in den letzten 10
Jahren um mehr als 20% gesunken ist, bleibt das KRK die zweithaufigste Krebstodesursache

in Deutschland (Robert Koch Institut 2012).

Auf Grund der hohen Pravalenz und Mortalitat stellt das KRK nicht nur einen bedeutenden
medizinisch relevanten Faktor dar, sondern hat auch im Hinblick auf den Anstieg der
Inzidenzen im fortgeschrittenem Alter und der in unserer Gesellschaft immer weiter
steigenden Lebenserwartung einen hohen soziobkonomischen Stellenwert (Liersch et al.

2005).

Laufende klinische Studien zum KRK und insbesondere zum Rektumkarzinom setzen ihren
Fokus auf die Intensivierung der bereits etablierten multimodalen Therapie, um die
Fernmetastasierungsrate als Prognose-limitierenden Faktor zu verringern, sowie auf die
Identifikation pradiktiver und prognostischer Biomarker und mégliche neue Ansatze fir eine
personalisierte Behandlung. In diesem Kontext wurde in der vorliegenden Arbeit HER-2 im
lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom als Biomarker untersucht, der bereits als Biomarker
und Target fur eine Antikorper-adaptierte Therapie im Mamma- sowie im metastasierten

Magenkarzinom bekannt ist und sich in der Klinik etabliert hat.
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1.1 Atiopathogenese kolorektaler Karzinome

Zu den Risikofaktoren, die ursachlich an der Entwicklung eines KRK beteiligt sind, zdhlen
genetische Pradispositionen, Erndhrungsstile (fettreiche und fleischreiche Kost),
Risikoerkrankungen wie beispielsweise chronisch-entziindliche  Darmerkrankungen
(insbesondere Kolitis ulcerosa) sowie endogene/ metabolische Einfllisse wie langjahriges
Zigarettenrauchen, hoher Alkoholkonsum und kérperliche Inaktivitit. Uberdies steigt die
Inzidenz des KRK mit fortgeschrittenem Alter an - das heilSt 90% der KRK werden nach dem

50. Lebensjahr diagnostiziert.

Atiopathogenetisch entstehen KRK in (iber 90% der Fille auf dem Boden von benignen
intraepithelialen Neoplasien (Arasteh et al. 2009). Dieses als ,,Adenom-Karzinom-Sequenz“
bezeichnete Modell wurde erstmals von Muto et al. (1975) postuliert und durch Vogelstein
et al. (1988) erweitert. Uber einen Zeitraum von 10-15 Jahren fiihrt die sequentielle Abfolge
von verschiedenen genetischen Mutationen, infolgedessen Proto-Onkogene (z.B. KRAS)
aktiviert und/ oder Tumorsuppressorgene (z.B. APC-Gen) inaktiviert werden, zu einer
malignen Transformation des Normalgewebes mit einem unkontrollierten malignen
Wachstum (s. Abbildung 1). Das Entartungsrisiko ist dabei abhdngig von dem histologischen

Aufbau (tubul6s, vills, tubulovillés) und der GroRRe der Adenome (Arasteh et al. 2009).

Die ,Adenom-Karzinom-Sequenz“ kann im Rahmen genetischer Syndrome wie
beispielsweise der erblich bedingten familidaren adenomatésen Polyposis (FAP) beschleunigt
sein und bereits im jungen Lebensalter mit einem hohen Entartungsrisiko einhergehen.
Ursachlich fur die FAP ist eine Keimbahnmutation, durch die das Tumorsuppressorgen APC
inaktiviert wird. Weiterhin werden in seltenen Fillen neben der beschriebenen ,,Adenom-
Karzinom-Sequenz” auch genetische Mutationen verschiedener DNA-Reparatur-Gene (z.B.
MLH1, MSH2, MSH6) fiir die Entstehung eines KRK verantwortlich gemacht. Im hereditaren
non-polypdsen Kolonkarzinom-Syndrom (HNPCC; Lynch-Syndrom), welches 5% der KRK
ausmacht, konnten Differenzen der Sequenzlangen innerhalb kurzer, repetitiver DNA-
Abschnitte (Mikrosatelliteninstabilitat) nachgewiesen werden, die auf Grund defekter DNA-
Reparatur-Proteine zu einer fehlerhaften DNA-Replikation flhren und somit die

Karzinogenese beglinstigen.
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Inaktivierung von Reparaturgenen / Mikrosatelliteninstabilitat |

weitere genetische Alterationen |

veranderte DNA-
Methylierung

Mutation/ Mutation Mutation/ Mutation/
Verlust Verlust Verlust
KRAS
APC DCC p53

Normalepithel || Hyperproliferiertes Epithel | | Adenom | | Adenom I Adenom IlI
tubular, tubulovill6s, vills,
geringgradige mittelgradige hochgradige
Dysplasie Dysplasie Dysplasie

Abbildung 1: ,Adenom-Karzinom-Sequenz“ (modifiziert nach Davies et al. 2005, S.202)

Die Abbildung stellt die Karzinogenese von KRK an Hand des Modells der ,,Adenom-Karzinom-Sequenz” dar
(Vogelstein et al. 1988). Innerhalb eines Zeitraums von 10-15 Jahren wandelt sich das Normalgewebe in
sequenzieller Abfolge durch unterschiedliche Faktoren in ein polypéses Adenom bis hin zu einem invasiven
Karzinom um. Verantwortlich fir die maligne Transformation kdnnen Mutationen oder Inaktivierung von
bestimmten Tumorsuppressorgenen und Proto-Onkogenen sowie eine Mikrosatelliteninstabilitdt (Inaktivierung
von Reparaturgenen) sein.

1.2 Klassifikation kolorektaler Karzinome

Kolorektale Karzinome werden entsprechend ihrem Tumorsitz in Kolon- und
Rektumkarzinome unterteilt. Nach den aktuellen UICC (Union internationale contre le
cancer)- und TNM-Klassifikationen gelten Adenokarzinome als Rektumkarzinome, sofern der
Abstand zwischen distalem Tumorrand und der Anokutanlinie (gemessen mit der tiefen,
starren Rektoskopie) < 16cm entfernt liegt (Becker und Liersch 2006; Liersch et al. 2005).
Demnach sind samtliche Tumore oberhalb von 16cm (ab anokutan) als Kolonkarzinome
definiert und werden standardmafig primar operiert sowie mit einer postoperativen
Chemotherapie (CTx) behandelt, sofern es sich um die UICC-Tumorstadien Il - , high-risk” (T4
Tumor, Tumorperforation, etc.) - und UICC-Tumorstadien Ill (mit LK-Metastasen) handelt (s.
Tabelle 2). Samtliche untersuchten Patienten in dieser Arbeit wurden nach den in Tabelle 1
und Tabelle 2 beschriebenen Klassifikationen eingeteilt. Die aktuellen TNM- und UICC-
Klassifikationen sind zusatzlich im Anhang hinterlegt.

3
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1.2.1 TNM-Klassifikation

Die TNM-Klassifikation stuft maligne Tumore nach Tumorinfiltration (T-Status),
Lymphknotenstatus (N-Status) und dem Auftreten von Metastasen (M) ein (s. Tabelle 1).

An Hand des pratherapeutischen klinischen Stagings (Ergebnisse aus klinischem
Untersuchungsbefund, rektaler Endosonographie, Rontgen-Thorax, aus einer moéglichenfalls
erfolgten chirurgischen Exploration, Zytologien und Biopsien) wird eine vorldufige klinische
cTNM-Klassifikation ermittelt. Diese wird nach erfolgter Rektumresektion revidiert, sobald
die pathologische Analyse des Rektumkarzinomresektates und der entnommenen
lokoregiondaren Lymphknoten (LK) erfolgt ist (pTNM-Klassifikation). Die histopathologische
Aufbereitung des nativen Resektates erfolgt nach standardisierten etablierten Richtlinien
und Klassifikationen (s. Kapitel 2.6). Fir die zuverldssige Ermittlung der lymphogenen
Metastasierung wird die histopathologische Beurteilung von = 12 lokoregiondren LK

gefordert (Schmiegel et al. 2010).

Tabelle 1: TNM-Klassifikation (modifiziert nach Sobin 2003, S. 19-22)

T-Status

Tis Carcinoma in situ

T1 Infiltration der Submukosa

T2 Infiltration der Muscularis propria

T3 Infiltration der Subserosa und des perirektalen Gewebes

T4 Penetration angrenzender Organe oder in viszerales
Peritoneum

N-Status

N1 Metastasen in 1-3 regionaren LK

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren LK

Metastasen

M1 Fernmetastasen

1.2.2 Stadieneinteilung nach UICC

Die Stadieneinteilung nach UICC ist im Gegensatz zu der TNM-Klassifikation eine Einteilung
zur Prognoseabschatzung und dient zumeist einer praktikableren Therapiestratifizierung (s.

Tabelle 2).
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Das klinische praoperative Staging (s. Kapitel 1.2.1) ermoglicht dabei die pratherapeutische
cUICC-Klassifikation und daran orientiert finden die multimodalen Therapiekonzepte beim

Rektumkarzinom statt.

Tabelle 2: Stadieneinteilung nach UICC (modifiziert nach Sobin 2003; S. 19-22)

uUicC T-Status N-Status | Metastasen
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1,T2 NO MO
Stadium IlA | T3 NO MO
Stadium B |T4 NO MO
Stadium Il Jedes T N1, N2 MO
Stadium A | T1,T2 N1 MO
Stadium B |T3,T4 N1 MO
Stadium I C |JedesT N2 MO
Stadium IV Jedes T JedesN | M1

1.3 Therapiealgorithmen fiir die Therapie des Rektumkarzinoms

Die Entscheidung Uber die onkologisch addquate Behandlung von Patienten mit einem
Rektumkarzinom erfolgt in Abhangigkeit von der pratherapeutischen Diagnostik
(Stagingprozeduren) und Tumorstadien-adaptiert. Die differenzierten Behandlungskonzepte
erfordern eine fachibergreifende Kooperation zwischen Gastroenterologie, Radiologie,
Strahlentherapie/ Radioonkologie, Allgemein- und Viszeralchirurgie, Pathologie und

internistischer Onkologie.

Lokal begrenzte Rektumkarzinome (UICC-I-Stadium) mit "low-grade" Differenzierung (cT1,
Differenzierungsgrad G1-G2) werden priméar lokalen Resektionsverfahren (transanaler
mikrochirurgischer Vollwandexzision oder transanaler Exzision) zugefiihrt (Gaedcke und
Liersch et al. 2011). Schlecht differenzierte "high-grade" -Karzinome (cT1, G3-4) werden auf
Grund einer zu erwartenden LK-Metastasierungsrate (bis zu 10%) nicht lokal, sondern radikal
offen-chirurgisch unter Mitnahme des mesorektalen Lymphabstromgebiets reseziert
(entweder mittels einer partiellen mesorektalen Exzision (PME) oder einer totalen
mesorektalen Exzision (TME)). Ebenfalls werden cT2-Rektumkarzinome ohne Nachweis von

LK-Metastasen im Staging (UICC-I-Stadium) primér transabdominell per TME operiert.
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Bei klinisch lokal fortgeschrittenen cUICC-II/-1lI-Rektumkarzinomen besteht in Abhangigkeit
der Tumorlokalisation die Indikation zur multimodalen Therapie. Diese setzt sich aus
folgenden Therapiekomponenten zusammen:

- Praoperative konventionelle fraktionierte RT (50.4 Gy lber 5 Wochen in 28
Einzelfraktionen a 1.8 Gy pro Tag) kombiniert mit 5-Fluorouracil (5-FU) -basierter CTx
gefolgt von einem 4-6-wochigen therapiefreien Intervall und anschlieRender
radikaler Rektumresektion inklusive TME und einer postoperativen CTx (Liersch et al.
2005).

- Tumore, die im oberen Rektumdrittel lokalisiert sind, werden primar operiert (im
Rahmen der GAST-05-Studie randomisiert per PME oder TME) und erhalten eine
adjuvante CTx mit 5-FU.

1.3.1 Neoadjuvante Therapie des lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinoms

Die multimodale Therapie des lokal fortgeschrittenen Rekumkarzinoms hat in den letzten 10
Jahren erhebliche Fortschritte erzielt. Auf Grund der exzellenten Ergebnisse der
CAO/ARO/AIO-94-Studie (s. Abbildung 2; Férdernummer der Krebshilfe: 70-587) ist die
neoadjuvante Radiochemotherapie (RCT) bei Tumoren, die im mittleren und unteren
Rektumdrittel lokalisiert sind, der Gold-Standard (Soreide 1997; Schmiegel et al. 2010). Im
Unterschied dazu werden cUICC-1I/lll-Rektumkarzinome mit Lokalisation im oberen
Rektumdrittel im Rahmen der prospektiven multizentrischen GAST-05-Studie (internationale
Studiennummer: ISRCTN35198481) primar operiert und erhalten nach Randomisation
entweder eine TME oder PME. Die postoperative Behandlung wird mit einer adjuvanten CTx
(5-FU mono oder 5-FU in Kombination mit Oxaliplatin als modifiziertes FOLFOX-Schema)

komplettiert (Gaedcke und Liersch et al. 2011; Liersch et al. 2005; Schmiegel et al. 2010).

Innerhalb der CAO/ARO/AIO-94-Studie war es moglich, durch die Behandlung mit dem
neoadjuvanten RCT-Regime einen Downsizing (Regression der Tumorinfiltration; T-Status
Downsizing)- und Downstaging-Effekt zu erzielen. Zudem erhdht sich entgegen der initialen
Einschatzung nach neoadjuvanter RCT die Wahrscheinlichkeit (bis zu 19%, Sauer et al. 2004)
eines kontinenzerhaltenden Resektionsverfahrens (unter Sphinktererhalt) und kann somit zu
einer Verbesserung der Lebensqualitat des Patienten beitragen (Sauer et al. 2004; Francois

et al. 1999).
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Rektumresektion + TME ‘ RCT + 5-FU CTx 5-FU CAO/ARO/AID-94-Studie

Lokalrezidive

Nach 5 Jahren:

6% vs. 13% p=0.006
Sauer et al. 2004

RCT + 5-FU Rektumresektion + TME CTx 5-FU Nach 10 Jahren:

7.1% vs. 10.1% p=0.048
Sauer und Liersch et al. 2012

CAO/ARO/AIO-04-Studie

RCT + 5-FU . CTx 5-FU + FOL PCR
Rektumresektion + TME ‘
+ Oxaliplatin + Oxaliplatin 13% vs. 17% p=0.04
Rodel und Liersch et al. 2012

Abbildung 2: Langzeitergebnisse der CAO/ARO/AIO-94-Studie und erste Ergebnisse der
CAO/ARO/AIO-04-Studie

Dargestellt sind die Ergebnisse der CAO/ARO/AIO-94- und der CAO/ARO/AIO-04-Studie (Sauer et al. 2004;
Sauer und Liersch et al. 2012; Rodel und Liersch et al. 2012). Der Prifarm der CAO/ARO/AIO-94-Studie mit
neoadjuvanter RCT, anschlieRender OP mit TME und adjuvanter CTx (5-FU) wird in der Nachfolgestudie zum
Kontrollarm. Die CAO/ARO/AIO-04-Studie umfasst ein intensiviertes Behandlungsschema mit neoadjuvanter RT
in Kombination mit einer CTx bestehend aus 5-FU und Oxaliplatin, nachfolgender Rektumresektion und TME
und einem adjuvanten modifizierten FOLFOX-Schema.

Die Studie zeigte eine Verbesserung der 5-Jahres-Lokalrezidivrate durch die praoperative
RCT von 13% in der Kontrollgruppe (primare Operation mit adjuvanter RCT) auf 6% (Sauer et
al. 2004). Ein signifikanter Effekt beziiglich der Korrelation des krankheitsfreien Uberlebens
(Disease Free Survival, DFS) oder des Gesamtliberlebens (Overall Survival, OS) mit den
unterschiedlichen Behandlungsmethoden konnte nach 5 Jahren sowie entsprechend in den
aktuell vorgestellten Resultaten nach 10 Jahren nicht beobachtet werden (Sauer und Liersch
et al. 2012). Durch die Kombination der RT mit einer intensivierten CTx bestehend aus 5-FU
und Oxaliplatin konnte in der CAO/ARO/AIO-04-Studie (Nachfolge-Studie der CAO/ARO/AIO-
94-Studie; Studiennummer: NCT 00349076) eine signifikant bessere, histologisch bestatigte
Rate an pathologischer Komplettremission (pCR; (y)pTO(y)pMO-Status) im Vergleich zur RCT
mit alleiniger Applikation von 5-FU gezeigt werden (17% pCR-Rate im experimentellen Arm
mit RCT 5-FU und Oxaliplatin versus 13% pCR-Rate im Kontrollarm RCT mit 5-FU mono;
p=0.038; Rodel und Liersch et al. 2012). Jedoch bleibt es abzuwarten, ob sich dieser friihe
Surrogatparameter pCR auch auf den Langzeiterfolg gemessen an DFS oder OS auswirken

wird.
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1.3.2 Operative Strategien der Rektumresektion

Die onkologische Rektumchirurgie ist von entscheidender Bedeutung fir die Prognose des
Patienten. Dabei hat neben der angestrebten RO-Resektion auch die partielle oder totale
Entfernung des Mesorektums (retrorektaler Fettkorper und das drainierende
Lymphknotenabflussgebiet) einen hohen Stellenwert im Hinblick auf die Reduktion von
Lokalrezidiven (Arbman et al. 1996; Wibe et al. 2002; Porter 1999; Hermanek et al. 2003).
Grundlage fur die onkologisch adaquate Rektumresektion stellen dabei Resektionsprinzipien
wie die "No-Touch-Technik" wadhrend der Praparation sowie die "En-bloc-Resektion" von

tumorinfiltrierten Organen dar (Hermanek 1992; Schmiegel et al. 2010).

Wahrend bei Tumoren, die im unteren und mittleren Rektumdrittel lokalisiert sind, eine tiefe
anteriore Rektumresektion (TARR) mit einer TME durchgefiihrt wird, wird bei einem
Tumorsitz im oberen Rektumdrittel eine anteriore Rektumresektion (ARR) mit einer PME
oder eine TARR mit TME durchgefiihrt. In der GAST-05-Studie wird derzeit prospektiv

gepruft, ob eine PME der TME onkologisch gleichwertig ist.

Eine abdomino-perineale Rektumexstirpation (APE; Entfernung des gesamten
Sphinkterapparates) ist bei einem Tumorsitz < 2cm zur Linea dentata oder bei Infiltration der

Sphinktermuskulatur erforderlich und umfasst immer eine TME (Becker und Liersch 2006).

Die Qualitat der TME wird perioperativ mittels Darstellung und Kanilierung der A.
mesenterica inferior und Injektion von ca. 20 ml Methylenblau durch einen gegebenenfalls
vorhandenen Farbstoffaustritt beurteilt und unabhangig durch den Pathologen gemal der
Klassifikation des britischen Medical Research Council (M.E.R.C.U.R.Y 2002; Hermanek et al.
2003) befundet. Abschlieend erfolgt die histopathologische Aufarbeitung des
Rektumkarzinomresektates mit Erfassung histopathologischer Parameter (unter anderem
Residual-Status, zirkumferenzieller mesorektaler Resektionsrand (CRM), Anzahl der
karzinomatos befallenen LK), welche die Basis einer effizienten adjuvanten Therapie

darstellt.
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1.3.3 Adjuvante Systemtherapie

Nach der aktuellen S3-Leitlinie ist eine adjuvante RCT (mit Applikation von 5-FU) fir
Patienten mit Tumorsitz in den unteren beiden Rektumdritteln dann indiziert, wenn keine
neoadjuvante RCT durchgefiihrt wurde oder aber wenn eine R1-Resektion vorliegt
(Schmiegel et al. 2010). Eine kombinierte RCT senkt die Lokalrezidivrate und verbessert das
Gesamtiberleben im Vergleich zu einer alleinigen Operation (Krook et al. 1991; Tveit et al.
1997; Wolmark et al. 2000). Wahrend Patienten mit Tumorlokalisation in den unteren
beiden Rektumdritteln nach erfolgter RCT und Rektumresektion eine adjvuante CTx mit 5-FU
oder CTx nach dem FOLFOX-Schema (Applikation von 5-FU, Oxaliplatin und Folinsdure in 12
Zyklen) erhalten, werden Patienten mit Tumorsitz im oberen Drittel nach primarer OP

standardmaRig adjuvant mit dem FOLFOX-Regime behandelt.

1.4 Konzepte zur Individualisierung der onkologischen Therapie beim lokal
fortgeschrittenen Rektumkarzinom (UICC 11/111)

Patienten mit einem primaren cUICC-1I/lll-Rektumkarzinom sprechen sehr heterogen auf die
neoadjuvante RCT an. Dabei reicht das Ansprechen auf die RCT von einer histopathologisch
kompletten Remission ("Komplettresponder" in 10-15%) Uber ein intermedidres Ansprechen
(,Intermediare Responder”) bis hin zur Therapieresistenz ("Nonresponder") und zu einer
damit einhergehenden verkiirzten Langzeitprognose (Liersch et al. 2010; Gaedcke und

Liersch et al. 2011).

Die Unterteilung in Responder, Intermediar-Responder und Nonresponder ist notwendig, um
eine individualisierte, Rezidivrisiko-adaptierte Therapie fiir jeden Patienten zu ermaoglichen.
Patienten, die nach der neoadjuvanten Standard-RCT eine komplette Remission erreichen,
dirfen nicht mit den etablierten adjuvanten Systemtherapien tGbertherapiert werden und in
ihrer Lebensqualitdt auf Grund der therapieassoziierten Toxizitdt unnétig eingeschrankt
werden (Bujko et al. 2010). Intermedidr-Responder und Nonresponder dagegen missen
alternativen Therapieregimen zugefiihrt werden. Beispielsweise durch die Intensivierung der
neoadjuvanten Systemtherapie mit einer Kombination von 5-FU und Oxaliplatin wird, wie die
ersten Resultate der CAO/ARO/AIO-04-Studie zeigten, eine hohere pCR-Rate erzielt (Rodel
und Liersch et al. 2012).
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Weiterhin ist die Identifikation von Responspradiktoren entscheidend, um jeden Patienten
mit seinem genetischen Tumorprofil gemaR seinem individuellen Risiko fiir Resistenz,
Therapie-assoziierte Toxizitdat und Tumorrezidive effektiv zu behandeln. Genexpressions- und
Mutationsanalysen an Mitgliedern verschiedener Signaltransduktionswege (MAPK-
Signalweg, KRAS) sowie an Proteinen, die im 5-FU-Metabolismus (Thymidylatsynthetase)
integriert sind, sind Gegenstand aktueller translationaler Forschung und werden derzeit in
prospektiv randomisierten Studien validiert (Kuremsky et al. 2009; Ghadimi et al. 2005;
Gaedcke et al. 2010a; Conradi et al. 2011).

1.5 Pradiktive wund prognostische Marker in der Therapie des
Rektumkarzinoms

Pradiktive Biomarker dienen der Vorhersage des Ansprechens auf therapeutische
Interventionen wie beispielsweise auf die neoadjuvante RCT in lokal fortgeschrittenen
Rektumkarzinomen. Demgegeniiber werden mittels prognostischer Biomarker statistische
Wahrscheinlichkeiten fir das Gesamtiiberleben (DFS (lokoregiondre Rezidivraten,

Fernmetastasierung) bzw. CSS (Cancer Specific Survival) und OS) beschrieben.

Von prognostischer Relevanz ist die histopathologische, quantitative und qualitative
Lymphknotenaufarbeitung und der daraus erhobene LK-Status. Ebenso ist der Residualstatus
(Resektionsstatus, RO, R1, R2) ein prognostischer Marker. Ein positiver Nodalstatus oder eine
R1- oder R2-Resektion ist mit einem erhdhten Lokalrezidivrisiko sowie reduziertem
Gesamtiiberleben assoziiert; folglich miissen bei diesen Situationen weitere Therapien

(postoperative RCT) angeschlossen werden (Schmiegel et al. 2010; Liersch et al. 2005).

Ein Beispiel fiir einen pradiktiven Biomarker fiir eine Anti-EGFR-Therapie (EGFR: Epidermal
Growth Factor Receptor), der bereits standardmaRig in der klinischen Routine bei Patienten
mit metastasierten KRK etabliert ist, ist der KRAS-Status: Die pratherapeutische Testung von
Karzinomgewebe auf eine KRAS-Mutation stellt die Grundvoraussetzung fiir die Einleitung

einer Anti-EGFR-Therapie in Kombination mit CTx in der Therapie metastasierter KRK dar.
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KRAS ist Mitglied des MAP-Kinase-Signalweges, welcher in der Regulation der
Zelldifferenzierung, des Zellwachstums und von Apoptose beteiligt ist (Fang und Richardson
2005). In 35% der KRK kann eine KRAS-Mutation nachgewiesen werden und stellt eine
Kontraindikation fir die Applikation des Biologicals Cetuximab dar (Gaedcke et al. 2010b).
Die KRAS-Mutation korreliert dabei weder mit dem Ansprechen auf eine neoadjuvante RCT
noch mit dem Langzeitiiberleben; folglich spielt es als Prognosemarker im KRK keine Rolle. In
aktuellen Untersuchungen konnte in Zelllinien und in einem Xenopatients-Modell
nachgewiesen werden, dass neben der KRAS-Mutation auch eine HER-2-Amplifikation in KRK
mit einer Cetuximab-Resistenz assoziiert ist (Yonesaka et al. 2011; Bertotti et al. 2011). Somit
ist die Analyse der HER-2-Expression und -Amplifikation im KRK ein interessanter Ansatz, um

multimodale personalisierte Therapiestrategien zu entwickeln.

1.6 Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 (HER-2/neu)

HER-2 oder HER-2/neu, ebenso bekannt unter dem Namen c-erb-B2 (cellular avian
erythroblastosis homologue B2), CD 340 (Cluster of differentiation 340) oder P185, gehort zu
der Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren (EGFR 1-4) und wird durch das c-erb-B2-
Gen codiert. Das HER-2-Gen ist ein Proto-Onkogen und auf dem menschlichen Chromosom

17 (Chr 17; 17921-q22) lokalisiert (Coussens et al. 1985).

1.6.1 Struktur und Funktion

HER-2 ist ein membranstdndiger Rezeptor, bestehend aus einer extrazelluldren Liganden-
bindenden Domane, einem lipophilen Transmembransegment und einer intrazelluldaren
Region. Die intrazellulare Domaéne besitzt Tyrosinkinase-Aktivitat, die Phosphatgruppen an
Tyrosinreste der intrazellularen Effektormolekiile koppelt. Die Aktivierung der EGFR-
Rezeptoren 1-4 erfolgt durch extrazellulire Liganden-induzierte Homo- oder
Heterodimerisierung. Mit Ausnahme von HER-2 konnten verschiedene Liganden fir die
Mitglieder der EGFR-Familie identifiziert werden (Olayioye et al. 2000). HER-2 dimerisiert
praferentiell mit dem HER-3-Rezeptor und ist starker enzymatisch wirksam (Alimandi et al.
1995). Durch die Dimerisierung der Rezeptoren wird die intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitat

stimuliert, sodass spezifische Substrate mit Tyrosinresten autophosphoryliert werden.

11
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Die phosphorylierten Produkte binden an spezifische Signalmolekiile und setzen eine
Signalkaskade in Gang. Weitere Signalmolekiile werden rekrutiert und in das Zellinnere

geleitet (Signaltransduktion, s. Abbildung 3).

SchlieBlich wird durch die Aktivierung von HER-2 und die damit verbundene
Signaltransduktion das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung stimuliert und der

programmierte Zelltod (Apoptose) verhindert (Olayioye et al. 2000).

EGFR antibody

Ligands

Extracellular

Intracellular

PTEN Downregulated |

CCR Focus jﬂ(

Abbildung 3: Signaltransduktionswege von EGFR (Banck und Grothey 2009, S. 7494)

Die Abbildung zeigt die Signalkaskade der epidermalen Wachstumsfaktoren-Rezeptoren (EGFR 1-4). EGFR (z.B.
HER-2) dimerisiert mit einem weiteren EGFR (praferentiell mit HER-3). Durch Liganden, die extrazellular an die
Rezeptoren binden, erfolgt die Aktivierung der EGFR. Die aktivierte intrinsische Tyrosinkinase phosphoryliert
unterschiedliche Substrate (z.B. Phosphoinositolkinasen (PI3K) oder Ras) und setzt eine Signalkaskade in Gang.
Weitere Signalmolekiile (AKT, Raf, MEK, MAPK) werden rekrutiert und ins Zellinnere geleitet, sodass schlieflich
das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung stimuliert werden.

Anti-EGFR-Antikorper (wie z.B. Cetuximab, Panitumumab) kénnen diese Signaltransduktion inhibieren, indem
sie extrazelluldr an EGFR binden.
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1.6.2 Tumorbiologische Bedeutung von HER-2

Eine dauerhafte HER-2-Rezeptor-Aktivierung oder eine Uberexpression von HER-2-
Rezeptoren resultieren in einer Dysregulation der HER-2-induzierten intrazellularen
Signalkaskade. Die HER-2-Genamplifikation (Vervielfaltigung des HER-2-Gens in mehr als 2
Genkopien) ist der am haufigsten beobachtete Mechanismus, welcher zu einer erhéhten
HER-2-Proteinexpression an der Zellmembran fihrt (Hynes und Stern 1994). In einer
normalen Zelle liegt das HER-2-Gen in 2 Genkopien im Zellkern vor und codiert das HER-2-
Protein, welches sich nach der Translation in der Zellmembran anlagert.

Die Uberexpression des HER-2-Rezeptors (die Vervielfiltigung des HER-2-Rezeptors um das
10- bis 100-fache der Norm) stort das kontrollierte Zellwachstum, verhindert die Apoptose
und kann unter Umstanden zu einer unkontrollierten Zellproliferation und Formation von

aggressiven Tumorzellen fiihren (Hung et al. 1986).

HER-2-Genamplifikation und HER-2-Proteinliberexpression wurden zunachst beim
Mammakarzinom nachgewiesen. In 20-30% der Mammakarzinome war ein positiver HER-2-
Status nachweisbar, assoziiert mit einem aggressiven Tumorverhalten, erhohten
Rezidivraten, fritherer Metastasenbildung und reduzierter Uberlebenszeit im Vergleich zu
Patienten ohne HER-2-Uberexpression und —Amplifikation (Slamon et al. 1987, 1989; Ross
und Fletcher 1998; McCann et al. 1991).

Zudem wurden auch bei Ovarial-, Lungen-, Endometrium-, Cervix Uteri-, Blasen-, Kolon-
sowie Magenkarzinomen HER-2-Uberexpressionen und -Amplifikationen unterschiedlicher
Auspragung nachgewiesen (Berchuck et al. 1990; Schneider et al. 1989; Weiner et al. 1990;
Cirisano und Karlan 1996; Eltze et al. 2005; Schuell et al. 2006; Yano et al. 2006). Der HER-2-
Status beim Magenkarzinom und beim Adenokarzinom des gastrodsophagealen Ubergangs
(AEG 11/11) korreliert mit dem Gesamtuberleben der Patienten dhnlich den Ergebnissen beim
Mammakarzinom. Die HER-2-Positivitatsrate liegt bei Magenkarzinomen bei 15-25%
(Hofmann et al. 2008; Park et al. 2006; Zhang et al. 2009). Altere Studien zum
Magenkarzinom zeigen auf, dass eine HER-2-Expression und -Genamplifikation mit
schlechterer Prognose, aggressiverem Krankheitsverlauf und geringerem Gesamtiberleben
einhergehen (Nakajima et al. 1999; Allgayer et al. 2000; Garcia et al. 2003; Tanner M et al.
2005, Park et al. 2006).
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Subgruppenanalysen der multizentrischen ToGA-Studie ("Trastuzumab for HER2-positive
metastatic Gastric cancer”, s. Kapitel 1.6.3), in der nicht mit Trastuzumab-behandelten
Kohorte, zeigten fiir HER-2-positive Patienten ein verbessertes medianes Gesamtiiberleben
(11.8 Monate versus 8.7 Monate in der HER-2-negativen Subgruppe; n=577; Bang et al.
2010).

1.6.3 Klinisch-therapeutische Relevanz des HER-2-Status bei HER-2-positiven
Karzinomen

HER-2 ist als prognostischer Biomarker vor allem beim Mamma- und Magenkarzinom
bekannt und stellt einen potentiellen Angriffspunkt einer spezifischen Tumortherapie dar
(targeted therapy; Slamon et al. 1989; Gravalos und Jimeno 2008). Zudem scheint HER-2 sich
beim Mammakarzinom auch als pradiktiver Biomarker zu eignen, indem er eine erhéhte
Sensitivitdt fiir bestimmte Therapeutika wie beispielsweise fiir Anthrazyklin-haltige CTx

aufweist (Pritchard et al. 2006; Villman et al. 2006).

Klinisch-therapeutische Relevanz in der Therapie bei HER-2-positiven Karzinomen weist der
monoklonale Antikorper Trastuzumab (Herceptin®, Roche Pharma AG, Basel, Schweiz) auf.
Trastuzumab wurde 1998 von A. Ullrich und M. Shepard (Genentech, San Francisco, USA)
entwickelt und 2000 fir das metastasierte Mammakarzinom und 2006 fir Brustkrebs im
Frihstadium von der Food and Drug Administration (FDA, Rockville, USA) zugelassen. Der
humanisierte Antikdrper bindet selektiv an die extrazelluldire Domane des HER-2-Rezeptors,
induziert dadurch einen Zellzyklus-Arrest der Tumorzellen und hemmt die Signaltransduktion
durch eine Downregulation des HER-2-Gens. Zudem rekrutiert Trastuzumab Immunzellen
und hemmt die Angiogenese der Tumorzellen, sodass nachfolgend eine Regression des

Tumors erreicht werden kann.

Eine multizentrische Phase-lI-Studie zeigte, dass bei Patienten mit metastasiertem
Mammakarzinom die additive Gabe von Trastuzumab zu einer Standard-CTx (Docetaxel) im
Vergleich zur alleinigen CTx-Behandlung das OS signifikant um 8.5 Monate verbessert (Marty
et al. 2005). Seit 2010 wurde die Zulassung von Trastuzumab auch fir die Behandlung des
HER-2-positiven metastasierten Adenokarzinoms des Magens und des gastrodsophagealen

Ubergangs (AEG II/11l) erweitert.

14



Einleitung

In der groR angelegten, kontrollierten und randomisierten ToGA-Studie wurden 584
Patienten mit metastasiertem Magenkarzinom entweder mit Trastuzumab und CTx oder mit
alleiniger CTx (Capecitabin + Cisplatin oder 5-FU + Cisplatin) behandelt (Bang et al. 2010). Die
Korrelation der Behandlung mit dem Gesamtiberleben ergab, dass Trastuzumab die
mediane Uberlebenszeit um 2.7 Monate (p=0.0046) verbesserte. Es profitierten
insbesondere jene Patienten von der Therapie mit Trastuzumab, die hohe HER-2-Level
aufwiesen (medianes Uberleben der Subgruppe CTx + Trastuzumab von 16.0 Monaten

versus 11.8 Monaten bei Behandlung mit CTx; Van Cutsem et al. 2009; Bang et al. 2010).

Zusammenfassend ist die Bestimmung des HER-2-Status somit von groRter Bedeutung fir
die optimale Gabe von Anti-HER-2-Therapien wie Trastuzumab und hat sich bei der
Behandlung des Mammakarzinoms neben der operativen Versorgung, Strahlentherapie, CTx
und Hormontherapie in der klinischen Routine etabliert.

Die Detektion des HER-2-Status beim metastasierten Magenkarzinom ist im Vergleich zum
Mammakarzinom noch am Anfang und wird erst seit kurzem in groRReren kontrollierten

Studien geprift (Bang et al. 2010).

1.6.4 Detektionsmethoden des HER-2-Status

Der HER-2-Status wird durch die Expression des HER-2-Proteins in der Zellmembran und
durch die Amplifikationsrate des HER-2-Gens im Zellkern bestimmt. Wahrend die Detektion
der Expression des HER-2-Rezeptors mittels immunhistochemischer (IHC) Analysen erfolgt,

wird die HER-2-Genamplifikation mittels In-situ-Hybridisierung (ISH) bestimmt.

Bei den IHC-Analysen werden die zu untersuchenden Tumorproben nach ihren
Farbeintensitdten in die Grade O (keine Farbung), 1+ (kaum sichtbare Farbung), 2+
(mittelgradig schwache Farbung) und 3+ (starke Farbung) unterteilt. Bei der ISH werden das
HER-2-Gen und das Chr 17, auf welchem das HER-2-Gen lokalisiert ist, unter dem Mikroskop
als Signalpunkte dargestellt. Mit Hilfe des Verhaltnisses der ausgewerteten Anzahl der Chr-
17-Signale und der Anzahl der HER-2-Gen-Signale wird eine Ratio ermittelt und der HER-2-
Status als 'amplifiziert' (Ratio > 2.0) oder 'nicht amplifiziert' (Ratio < 2.0) diagnostiziert

(Raschoff et al. 2010).
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1.7 Zielsetzung und Fragestellung

Die vorliegende Arbeit untersucht erstmals an einem groflen Patientenkollektiv von
Rektumkarzinom-Patienten die Expression des Transmembranrezeptors HER-2 und die
Amplifikation des HER-2-Gens. Dabei wurde der HER-2-Status bei Patienten im cUICC-II/-IlI-
Rektumkarzinom unter multimodaler Therapie (s. Abbildung 2 und Kapitel 1.3) erfasst.
Erstmalig kam in der Methodik der HER-2-Scoring-Algorithmus zur Anwendung, der in der
ToGA-Studie beim Magenkarzinom verwendet wurde und sich mittlerweile in der klinischen
Routine etabliert hat. Weiterhin wurden samtliche klinischen Daten (unter anderem
pratherapeutische, operative und histopathologische Parameter) und Angaben der Follow-
Up-Untersuchungen (mit einem medianen Follow-Up von 46.5 Monaten) von allen Patienten

(N=264) erfasst.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist zum einen die Bestimmung der Expressionshaufigkeit und
Amplifikation von HER-2 und zum anderen die Korrelation des detektierten HER-2-Status mit
kliniko-pathologischen Parametern und dem Gesamtiberleben. Sollte sich eine HER-2-
Uberexpression in einem relevanten Anteil der untersuchten pratherapeutischen Biopsien
und Rektumkarzinomresektate zeigen, kénnte HER-2 moglicherweise ein interessanter

Ansatzpunkt fur eine targeted therapy in der Behandlung des Rektumkarzinoms sein.
Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

1. Wie hoch ist die HER-2-Expression und -Genamplifikation in Biopsien?

2. Wie hoch ist die HER-2-Expression und -Genamplifikation in Rektumkarzinomresektaten?
3. Andert sich der HER-2-Status durch die praoperative RCT?

4. Kann HER-2 ein relevanter pradiktiver Biomarker fiir eine Multimodaltherapie im lokal

fortgeschrittenen Rektumkarzinom sein?

5. Hat HER-2 prognostisches Potenzial bezliglich der Korrelation des HER-2-Status mit dem

krankheitsfreien oder krankheitsspezifischen Gesamtiiberleben?

6. Konnen die vorliegenden Ergebnisse klinische Auswirkungen auf die Implementierung
neuer multimodaler Therapieregime fir Patienten mit einem Rektumkarzinom haben?
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2 Patientenkollektiv, Materialien und Methoden

2.1 Untersuchtes Patientenkollektiv

Diese monozentrische Untersuchung umfasst die Analyse von prospektiv ausgewertetem
Biomaterial und klinischen Daten von insgesamt 264 Patienten (mittleres Patientenalter: 63
Jahre £ 10 Jahre; 192 Manner (73%) und 72 Frauen (27%)) mit einem primar lokal
fortgeschrittenen Rektumkarzinom. Alle Patienten wurden standardisiert oder analog nach
randomisierten Phase-Il/-1lI-Studien der 'German Rectal Cancer Study Group' (GRCSG;
CAO/ARO/AIO-94-Studie,  XelOX-Studie, = CAO/ARO/AIO-04-Studie) behandelt. Die
vorliegende Studie wurde im Rahmen des Teilprojektes 5 der Klinischen Forschergruppe 179
(KFO 179-2; www.kfol79.de) durchgefiihrt und die Analysen entsprechend dem
Antragsvotum im Juni 2006 von der Ethikkommission der Universitaitsmedizin Gottingen
genehmigt. Samtliche Patienten (N=264) wurden im Zeitraum von Juli 1994 bis Dezember
2009 in der Abteilung fur Allgemein- und Viszeralchirurgie in der Universitatsmedizin

Gottingen therapiert.

Von allen Patienten lag eine schriftliche Einverstandniserklarung mit Durchfiihrung der
multimodalen Therapie, Biomarkeranalyse und zur Erhebung von Patienten-bezogenen
Follow-Up-Daten vor. Daneben beinhalteten Einschlusskriterien fir diese Studie neben der
informierten Einwilligung das klinisch erfasste (pratherapeutisches Tumorstaging, s. Kapitel
2.2) oder histologisch gesicherte Adenokarzinom des Rektums. Per definitionem lag ein
Rektumkarzinom vor, wenn der makroskopisch erkennbare aborale Tumorrand (gemessen
mittels starrer Rektoskopie) 16cm oder weniger von der Anokutanlinie entfernt war (Fielding
et al. 1991). Die Patienten- und Operationsdaten sowie die Nachsorge- und
Untersuchungsbefunde wurden prospektiv in einer Datenbank erfasst und dienten als

Grundlage fiir die Auswertung.
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2.2 Pratherapeutisches Tumorstaging

Eine umfassende praoperative interdisziplindre Diagnostik wurde bei allen Patienten
durchgefliihrt und bestimmte die patientenorientierte Entscheidung zwischen einer primar
operativen Versorgung, der Einleitung einer neoadjuvanten RCT mit Standard 5-FU oder

einer neoadjuvanten, intensivierten RCT mit 5-FU in Kombination mit Oxaliplatin.

Die Stagingprozeduren umfassten eine vollstandige Anamnese, die digital-rektale
Untersuchung, die starre Rektoskopie, die rektale Endosonographie sowie bei
endosonographisch forgeschrittenen Rektumkarzinomen (uT2) die Kontrastmittel-gestitzte
Computertomographie (CT) des Abdomens/ Beckens (Gaedcke und Liersch et al. 2011). Bei
Verdacht auf einen moglichen Tumorkontakt zur mesorektalen Hiullfaszie wurde eine
Magnetresonanztomographie (MRT) des Pelvis hinzugezogen (Liersch et al. 2005). Die
pratherapeutische histopathologische Diagnostik aus den bei der Rektoskopie
entnommenen Biopsaten lieR eine sichere Karzinomdiagnose, die Bestimmung der
Tumortypklassifikation (Adenokarzinom, Siegelringkarzinom, Plattenepithelkarzinom) und
die Bestimmung des Differenzierungsgrads (Grading) der Karzinomzellen zu. Fir die
vollstandige Klassifikation nach UICC und TNM erfolgte die weitere Umfelddiagnostik,
welche eine Abdomensonographie, Rontgen-Thorax, Labordiagnostik und CEA-

Tumormarkerbestimmung (Carcino-Embryonales-Antigen) umfasste.

2.3 Studiendesign

Pratherapeutische, kliniko-pathologische Daten sowie der klinische Langzeitverlauf wurden
von samtlichen Patienten (N=264) erfasst und standen fur die Auswertung zur Verfligung (s.
Tabelle 4). Nach den Staging-Untersuchungen erhielten 145 Patienten (55%) eine
neoadjuvante Radiotherapie (RT) mit 5-FU als Standardtherapie und 72 Patienten (27%) eine

intensivierte neoadjuvante RCT mit 5-FU und Oxaliplatin (s. Tabelle 3 und Abbildung 4).

Weitere 47 Patienten (18%) wurden primar operiert und erhielten eine adjuvante RCT mit
5-FU (CAO/ARO/AIO-94-Studie; n=22) oder - im Falle der Tumorlokalisation im oberen Drittel
(12-16 cm) - eine adjuvante CTx mit 5-FU und Oxaliplatin (GAST-05-Studie; n=25). Diese

primadr operierten Patienten dienten als Kontrollkollektiv fir die HER-2-Expressionsanalysen.
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Tabelle 3: Unterteilung der Patientenkollektive

adjuvante Therapie
Studie

(n=22)
CAO/ARO/AIO-94
(Arm A)

(n=25)
GAST-05

CAO/ARO/AIO-94
(Priifarm)

Patientenkollektiv A B C
Anzahl n=47 n=145 n=72
praoperative primdre Operation neoadj. RT und CTx | (intensivierte) neoadj. RT und
Therapie mit 5-FU CTx mit 5-FU und Ox

RT und CTx mit 5-FU | CTx mit 5-FU und Ox CTx mit 5-FU CTx mit 5-FU und Ox

CAO/ARO/AIO-04
(Priifarm)

Abkirzungen:

neoadj: neoadjuvante; RT: Radiotherapie; CTx: Chemotherapie; 5-FU: 5-Fluorouracil; Ox: Oxaliplatin

Jede Rektumresektion umfasste die Entfernung des tumortragenden Darmabschnittes,

zusammen mit den diesen Darmabschnitt drainierenden LK und mit Ausnahme der

randomisierten Patienten der Gast-05-Studie (Arm B) eine standardisierte TME. Die

multimodale Behandlung konnte nach 4-6 Wochen mit Applikation adjuvanter CTx (5-FU

oder 5-FU und Oxaliplatin) komplettiert werden (Becker und Liersch 2006).
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HER-2 IHC - Farbung

Staging: Anamnese, starre Rektoskopie mit Biopsie, > Biopsie
ruS, R6-Thorax, CT/MRT, CEA = cUICC-II/-11I-Stadium Area Cut-off > 5 Tumorzellen
n=47 n =145 n=72
Neoadjuvante RCT Neoadjuvante RCT
(5-FU) (5-FU + Ox)
n=217
OP - standardisierte TME > Resektat
Area Cut-off 2 10%
Tumorzellen
n=25 [ 1 n= 22
Adjuvante Adjuvante Adjuvante CTx Adjuvante CTx
CTx RCT (5-FU) (5-FU + Ox)
(5-FU+0x) (5-FU)
Adjuvante
CTx (5-FU) Korrelation mit
Langzeitprognose:
I
Follow-Up-
DFS/0S
Untersuchungen /

Abbildung 4: Studiendesign

Nach dem pratherapeutischen Staging wurden die Patienten entweder primar operiert oder neoadjuvant
vorbehandelt (RCT mit 5-FU oder intensivierte RCT mit 5-FU und Ox). Nach standardisierter OP folgte die
adjuvante Systemtherapie. Zum Zeitpunkt des Stagings wurden pratherapeutische Tumorbiopsien asserviert
und aufgearbeitet; im Rahmen der TME erfolgte die chirurgische Qualitdtskontrolle mit Aufbereitung des
Resektates sowie die Auswertung. Die Resultate aus den IHC-Auswertungen wurden abschlieBend mit dem
Gesamtiberleben (DFS, CSS) korreliert.

Abkirzungen:

rUS: rektale Endosonographie; CT: Computertomographie; MRT: Magnetresonanztomographie; CEA: Carcino-
Embryonales-Antigen; RCT: Radiochemotherapie; 5-FU: 5-Fluorouracil; Ox: Oxaliplatin, TME: Totale
mesorektale Exzision; CTx: Chemotherapie; IHC: Immunhistochemie; DFS: Disease Free Survival; OS: Overall
Survival
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2.4 Pratherapeutische Parameter

Die in Abbildung 4 dargestellten Subkollektive wurden nach Alter, Geschlecht,
Tumorlokalisation, cT-Status, cN-Status und cUICC-Stadium miteinander verglichen. Dabei
lieR sich kein signifikanter Unterschied der Kollektive hinsichtlich des Geschlechts (p=0.21)

sowie des cT-Status (p=0.67) nachweisen.

Alle Patientenkollektive wiesen eine dhnliche Altersverteilung (35 — 85 Jahre) auf. Das
durchschnittliche Alter (mittleres Patientenalter bei Erstdiagnose: 63 Jahre + 10 Jahre)
entspricht der normalen Altersverteilungskurve flir Patienten mit primarem

Rektumkarzinom (Robert Koch Institut 2012).

Das primar operierte Patientenkollektiv (n=47) war im Mittel um 5.5 Jahre élter als die nicht
mit RCT behandelten Patienten (68 Jahre versus 62.4 Jahre und 62.6 Jahre bei den
Kollektiven B und C). Entsprechend der Epidemiologie des Rektumkarzinoms waren in dieser
Untersuchung weit haufiger (durchschnittlich 73%) mannliche Patienten in dieser Studie zu

finden (Robert Koch Institut 2012).

Weiterhin wurden Patienten mit lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom in den cUICC-
Stadien Il (n=82; 31%) und UICC Ill (n=177; 67%) erfasst. Die starre Rektoskopie ergab, dass
97 Tumore (37%) im unteren Rektumdrittel (0-6 cm), 118 (45%) im mittleren (6-12 cm) und

49 Tumore (19%) im oberen Rektumdrittel (12-16 cm) lokalisiert waren.

Eine signifikante Korrelation (p<0.001) zeigte sich bei dem Vergleich der Patientenkollektive
mit der Tumorlokalisation. Bei 79% (n=37) der primar operierten Patienten befand sich der
Tumor im oberen Rektumdrittel, zum Teil bedingt durch Patienten aus der GAST-05-Studie
(s. Kapitel 2.3). Patienten mit Tumorlokalisation in den unteren beiden Rektumdritteln (94%
Kollektiv B; 96% Kollektiv C), die im Rahmen der CAO/AIO/ARO-94- und -04-Studien

behandelt wurden, erhielten nach klinischer Vorgabe eine neoadjuvante RCT (s. Tabelle 3).

Hinsichtlich des LK-Status (cN-Status) ergab das prdoperative Staging bei 51% der primar
operierten Patienten einen Verdacht auf LK-Metastasen. Demnach lag in 49% ein cUICC-III-
Stadium im pratherapeutischen Staging vor. In den mit neoadjuvanter RCT behandelten

Kollektiven B und C lag der Anteil an cN+-Stadien (UICC-III-Stadium) bei 70% (p=0.01).
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Tabelle 4: Patientenkohorten und pratherapeutische Charakteristika (N=264)

Therapieregime Keine Neoadjuvante RCT | Neoadjuvante RCT
neoadjuvante RCT | mit Standard-5-FU | mit 5-FU/Oxaliplatin | p-Wert*
(Kollektiv A) (Kollektiv B) (Kollektiv C)
Patientenanzahl n=47 % n=145 % n=72 %
Praoperative Parameter
Alter (Jahre)
Mittelwert 68.0 62.4 62.6 0.003
Min - Max 38 -85 35-83 36-82
Geschlecht
Mannlich 34 72 111 77 47 65 0.21
Weiblich 13 28 34 23 25 35
Tumorlokalisation ab ano (cm)
0-6 cm 6 64 44 30 42
<0.001
>6-12 cm 15 72 50 39 54
>12-16 cm 37 79 9 6 3 4
cT-Status
2 1 2 5 3 2 3
0.67
3 44 94 126 87 66 92
4 2 4 14 10 4 6
cN-Status
Positiv 24 51 104 72 52 72 0.01
Negativ 23 49 41 28 20 28
cUICC-Stadium
I 23 49 41 28 18 25
0.05
1] 23 49 102 70 52 72
v 1 2 2 1 2 3

angewendet

* p-Wert Berechnung mit Chi-Quadrat-Test; fur die Altersdifferenz wurde der Kruskal-Wallis-Rank-Test
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2.5 Materialien

Insgesamt wurden 169 Gewebeproben aus pratherapeutischen Biopsien zum Zeitpunkt der
Staging-Untersuchungen (s. Kapitel 2.2) und 225 Gewebeproben des resezierten
Rektumkarzinoms immunhistochemisch analysiert (s. Abbildung 4). Von diesen in Paraffin
eingebetteten und in Formalin fixierten Proben wurden 81 Gewebeschnitte der Biopsien und
175 Gewebeschnitte der Rektumkarzinomresektate mittels Dual-ISH gefarbt und

ausgewertet.

Weiterhin konnten 130 der 169 immunhistochemisch gefarbten pratherapeutischen Biopsie-
Praparate den korrespondierenden Resektat-Prdparaten des jeweiligen Patienten
zugeordnet werden. Dies ermoglichte einen direkten Vergleich des HER-2-Status aus der

Biopsie mit dem HER-2-Status aus dem korrespondierenden Rektumkarzinomresektat.

Nach erfolgter praoperativer RCT wurde in 17 Rektumresektat-Praparaten eine komplette
RCT-induzierte Tumorregression diagnostiziert. In weiteren 22 Fallen, welche exzellent auf
die neoadjuvanten Therapie (TRG 3b) angesprochen hatten, waren in dem vorliegenden
Resektat-Praparat zu wenige Karzinomzellen fir weitere HER-2-Analysen vorhanden (s.

Abbildung 4).

2.6 Perioperative Qualitatssicherung, histopathologische Aufbereitung und
Beurteilung des residuellen Tumorgewebes

Nach erfolgter Rektumresektion wurde das native Resektat gemall etablierter Richtlinien

beurteilt (Hermanek et al. 2003):

Dabei umfasste die Qualitatssicherung die Darstellung und Kanilierung der A. mesenterica
inferior mit Injektion von ca. 20 ml Methylenblau zur Anfarbung des mesorektalen
Weichgewebes und die Dokumentation des Farbaustritts mit Unterscheidung zwischen
keinem Farbaustritt (komplette TME), punktféormigem (mikroskopisch unvollstandige TME)
und flachenhaftem Farbaustritt (makroskopisch unvollstandige TME; Liersch et al. 2005).
AnschlieBend wurde das native Rektumresektat dem Pathologen libergeben, der zusatzlich
die Qualitat des Praparates entsprechend der Klassifikation des britischen Medical Research

Council M.E.R.C.U.R.Y. (2002) beurteilte.
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Die Aufarbeitung des Rektumresektates umfasste folgende Aspekte (Liersch et al. 2005):

. Makroskopische Beurteilung und Befunderhebung:
Ausmessen der Lange des Resektates und des maximalen longitudinalen sowie
transversalen Durchmessers des Tumors
Dokumentation der Wuchsform (polypoid-gestielt, -tailliert, -sessil, plattenartig, ulzeros,
szirrhos)
Dokumentation der Lage des Tumors zur peritonealen Umschlagsfalte, etwaigen
Tumorperforationen und Lasionen (vor allem Polypen)
Vermessung des Abstandes des Tumorrandes von der aboralen Resektionslinie (ohne Zug
und ohne Ausspannen)
. Er6ffnen des Resektates oberhalb und unterhalb des Tumors ohne Durchschneidung des
Karzinoms
. Aufspannen des Resektates auf eine Korkplatte (ohne Zug) und anschlieBende
Formalinfixierung des Praparates
. Makroskopische und mikroskopische Untersuchung des CRM (Abstand des Tumorrandes zum
Resektionsrand), sowie Bestimmung des oralen und aboralen Resektionrandes an Hand
relevanter Prdparatschnitte (lamellierende Querschnitte durch den Tumor und das
umgebende mesorektale Gewebe)

. Untersuchung und Praparation der Arterien und von mind. 12 regionaren mesorektalen LK

Folgende histopathologische Parameter waren fiir eine Prognoseabschatzung sowie fiir eine
adaquate Therapieempfehlung (z.B. nachstehende adjuvante Systemtherapie) von Relevanz.
Sie wurden nach den TNM-/ UICC-Richtlinien sowie nach der S3-Leitlinie erhoben (Schmiegel
et al. 2010):

- Lokalisation des Karzinoms

Tumortyp nach WHO-Klassifikation und Tumorinvasionstiefe (pT-Status)

- Anzahl und Status der untersuchten regiondren mesorektalen LK (pN-Status)

- Differenzierungsgrad des Tumors (Grading 0-4)

- Zirkumferenzieller, oraler und aboraler Resektionsrand

- Residualstatus (R-Klassifikation; wird in der vorliegenden Arbeit dem

Resektionsstatus begrifflich gleichgesetzt)
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2.7 Histopathologische Beurteilung nach neoadjuvanter
Radiochemotherapie

Die neoadjuvante RCT ist auf Grund der exzellenten Studienergebnisse der CAO/ARO/AIO-
94-Studie (signifikante Senkung der Lokalrezidivrate; Sauer et al. 2004) zur
pratherapeutischen Standardbehandlung beim lokal fortgeschrittenen Rekumkarzinom
(UICC-Stadium-Il und -IIl) geworden. Der histopathologisch am frihesten zu bestimmende
Parameter fir ein Ansprechen des Malignoms auf die RCT ist der Tumorregressionsgrad
(TRG; sogenannter ,early surrogat marker”; Dworak et al. 1997; Gavioli et al. 2000). Die

Klassifikation der Tumorregression erfolgt in 5 Stufen (s. Tabelle 5; TRG 0-4).

Tabelle 5: Tumorregressionsgrad (Dworak et al. 1997, modifiziert nach Becker und Liersch
2006, S. 619)

TRG O |Keine Regression

TRG 1 | Minimale Regression; <25% der Tumormasse mit Zeichen radiogener Fibrose und
Vaskulopathie

TRG 2 | Moderate Regression bei 25-50% der Tumormasse; radiogene fibrotische Veranderung
dominieren, leicht zu findende Tumorzellnester

TRG 3 | Gute Regression bei >50% der Tumormasse; nur vereinzelte, mikroskopisch schwer zu
entdeckende Tumorzellen in dominierend fibrotischem Gewebe und Schleimseen
TRG 4 | Komplette Regression; keine Tumorzellen, nur fibrotisches Gewebe

Fir die weitere Beurteilung des Tumoransprechens nach neoadjuvanter RCT wird neben der
Befundung des TRG auch das T-Level-Downsizing (Verringerung des T-Status um > 1 Level)
und das UICC-Downstaging (Verkleinerung des UICC-Stadiums um > 1 Level) erfasst. Dazu
wurde jeweils der im Staging ermittelte cT-Status und das cUICC-Stadium mit den
postoperativen, histopathologischen Befunden (y)pT-Status und (y)pUICC-Stadium

verglichen.

2.8 Immunhistochemische Analysen

Die immunhistochemische Gewebefarbung dient zur Identifizierung und Klassifizierung von
Zellen, die bestimmte Antigene exprimieren. Bei diesem Verfahren bedient man sich der

Eigenschaft, dass spezielle Antikdrper spezifisch an Antigensequenzen (Epitope) binden.
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Mit Hilfe von Detektionskomponenten, die gegen den Primarantikoérper gerichtet sind, wird
das Signal der Antigen-Antikorper-Reaktion farblich hervorgehoben und kann im
Lichtmikroskop dargestellt werden (indirekte Zwei-Schritt-Methode; Boenisch et al. 2006).
Der verwendete Primarantikorper ist ein von der Firma Ventana (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) entwickelter monoklonaler Kaninchen-Antikorper, der spezifisch in
Paraffin eingebetteten Gewebeschnitten an die interne extrazellulare Domane des
transmembranen Rezeptors HER-2 bindet.

In einem zweiten Schritt wird durch die Zugabe eines Detektionssystems der Primarkomplex
lokalisiert. Das Detektionssystem ist Multimer-basiert und besteht aus einem
Sekundarantikorper, einem Horseradish-Peroxidase-Enzym-Konjugat (HRP), dem Chromogen
DAB (Diaminobenzidin) und dem Substrat Wasserstoffperoxid (H,0,). Der
Sekundarantikorper weist eine hohe Antikoérper-Spezifitdt, sowie eine hohe Sensitivitat auf,
sodass selbst kleine Mengen des Primarantikérpers detektiert werden kénnen. Durch die
Antikorper-gekoppelte Peroxidase wird das Substrat H,0, oxidiert und das zunachst farblose

DAB zu einem Reaktionsprodukt brauner Farbe ausgefallt (s. Abbildung 5).

H202 + DAB Reaktionsprodukt
brauner Farbe
Antikorper
Monoklonaler gebundendes
spezifischer HRP-Enzym-
Primarantikorper Konjugat
(Kaninchen)
Extrazellular HER-2-
Transmembranrezeptor

Plasmamembran

Intrazellular
(Cytoplasma)

Abbildung 5: Modell der IHC-HER-2-Gewebefarbung

Die extrazellulire Domdne des HER-2-Transmembranrezeptors ist Angriffspunkt fir den monoklonalen
Kaninchenantikorper. An den spezifischen Primarantikorper bindet der Sekundarantikérper und mittels des
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gebundenen HRP-Enzym-Konjugats werden die Substrate H202 und DAB zu einem Reaktionsprodukt brauner
Farbe ausgefallt.

2.8.1 Schnittanfertigung

Die immunhistochemische Farbung umfasste die Aufarbeitung von insgesamt 394
Gewebebldcken. Diese beinhalteten 169 Gewebebldcke von pratherapeutischen Biopsien
und 225 Blécke mit Karzinomgewebe des resezierten Tumors (s. Abbildung 4). Zunachst
wurden die Gber 24 Stunden in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Blocke mit
Hilfe des Schlittenmikrotoms (Microm HM 430, MICROM International, Walldorf,
Deutschland) in einer Stirke von 2um geschnitten. AnschlieBend wurden die
Gewebeschnitte auf Glasobjekttrager (Engelbrecht, Medizin und Labortechnik GmbH,
Edermiinde, Deutschland) aufgebracht, in einem Wasserbad bei Raumtemperatur und auf
einer Heizplatte gestreckt und abschlieBend (iber Nacht zum Trocknen in einem

Warmeschrank bei 40°Celsius (C) aufbewahrt.

2.8.2 Farbeprotokoll

Fir die Farbungen wurde der Farbeautomat Ventana IHC - BENCHMARK XT System (Ventana,
Tucson, Arizona, USA) eingesetzt. Die Verwendung eines standardisierten Farbeautomaten
reduziert die Moglichkeit menschlicher Fehler und die inharente Variabilitdt. Das
Farbeprotokoll umfasste die Entparaffinierung der Gewebeschnitte, die Zellaufbereitung
(Antigendemaskierung) mit einem Cell-Conditioner und Zugabe des monoklonalen
Kaninchen-Primarantikorpers (PATHWAY®  anti-HER-2/neu  (4B5), Ventana, Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland). Nach Inkubation des Primarantikdrpers fur 32
Minuten (Min) bei 37°C wurden die Detektionskomponeneten (ultraVIEW Universal
Detection Kit, Ventana, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) aufgetragen.
AnschlieBend erfolgte die Kernfarbung mit Hamatoxylin fir 12 Min und das Bluing fiir
weitere 4 Min.

Nach Beendigung des Farbeprogramms wurden die Objekttrager mit Wasser gespiilt und in
aufsteigender Alkoholreihe mit Xylol entwassert. AbschlieRend wurden die Schnitte mit Vitro

Clud (R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik, Emmendingen, Deutschland) eingedeckt.
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2.8.3 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Die Auswertung der IHC-Gewebeschnitte erfolgte entsprechend dem in der ToGA-Studie
eingesetzten Scoring-System, das eine suffiziente Auswertung von Gewebeschnitten beim
Magenkarzinom ermoglichte (Bang et al. 2010; s. Abbildung 7). Zur Auswertung des HER-2-
Status im Magenkarzinom wird ein modifizierter Auswertealgorithmus verwendet (Riischoff
et al. 2010), der sich von der Routinediagnostik beim Mammakarzinom unterscheidet. Bei
Mammakarzinomen setzt der etablierte HER-2-Testalgorithmus voraus, dass das Ausmalf’ der
IHC-Farbung bei der Biopsie sowie beim Resektat jeweils > 10% der Karzinomzellen
entspricht. Weiterhin wird die Zirkularitat der Membranfarbung fiir einen positiven HER-2-
Status gefordert. Die IHC und FISH (Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung) werden als

Detektionsmethoden des HER-2-Status als gleichwertig betrachtet (s. Tabelle 6).

Diese Kriterien wurden zur Auswertung von Karzinomen des Gastrointestinaltraktes
(zunédchst Magenkarzinom und auch Karzinom des gastroésophagealen Ubergangs) wie im

Folgenden dargelegt modifiziert und in der ToGA-Studie angewandt:
. AusmaRB ("Area Cut-Off")

Aufgrund der Heterogenitdt in Tumorarealen beim Magenkarzinom werden zur Detektion
des HER-2-Status 5 gefarbte, kohdsive Tumorzellen in bioptisch gewonnenen Tumorproben
bendtigt. Mindestens 10% der im Resektat gewonnen Karzinomzellen mit einer positiven

Membranfarbung sind flir eine addaquate Auswertung erforderlich.
. Spezifische Membranfarbung

Tumorzellen werden als immunhistochemisch positiv angefarbt gewertet, wenn sie eine
eindeutig erkennbare strichférmige interzellulire Membranreaktion an den Zell-Zell-
Kontakten aufweisen (Ruschoff et al. 2010). Die Zirkularitdat der Membranfarbung ist keine
Voraussetzung fir einen positiven HER-2-Status. Aufgrund fehlender luminal gelegener
Rezeptoren in intestinalen Driisen sind basolaterale oder laterale Membranfarbungen

ebenfalls auswertbar.
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Zytoplasmatische, nukledre, nur basale, luminale oder granuldre Farbungen, die unter
anderem bei intestinalen Metaplasien vorkommen kdnnen, werden nicht berlicksichtigt (s.

Abbildung 8).

Tabelle 6: HER-2-Diagnostik beim Mamma-, Magen- und Rektumkarzinom (modifiziert
nach Riischoff et al. 2010, S. 305)

Mammakarzinom Magenkarzinom Rektumkarzinom
IHC-Farbung
AusmalR Resektat und Biopsie Biopsien > 5 Tumorzellen | Biopsien 25 Tumorzellen
(Area Cut-off) jeweils > 10% Resektat > 10% Resektat > 10%
Tumorzellen Tumorzellen
Membranfarbung Zirkularitat Voraussetzung | Meist inkomplett Meist inkomplett
fr IHC 2+/3+ (basolateral oder lateral) (basolateral oder lateral)
Patientenselektion
Dual-ISH/FISH vs. IHC FISH und IHC gleichwertig | IHC als Primartest IHC als Primartest
FISH positiv ab Ratio 2.0 | FISH nur bei IHC 2+ Dual-ISH nur bei IHC 2+
FISH positiv ab Ratio 2 2.0 | pual-ISH positiv
ab Ratio 2 2.0

Wichtigstes Auswertungskriterium ist die von Rischoff et al. (2010) entwickelte
"Objektivregel" bzw. "VergroBerungsregel", welche ein objektives und standardisiertes
Arbeiten ermoglicht. Die "Objektivregel" unterteilt die gefarbten Gewebeschnitte nach ihrer
Farbeintensitdt in Bezug auf bestimmte VergroBerungsfaktoren im Lichtmikroskop (s.

Abbildung 6):

. Zunachst wird das Adenokarzinom in der Probe identifiziert. Zellen in Tumorschnitten mit
intestinaler Metaplasie sind haufig ebenfalls stark braun membranoés gefarbt und dirfen
nicht als Tumorzellen mit starker Farbung verwechselt werden; sie sind demnach zu

verwerfen.

. Tumorschnitte sind als IHC 3+ zu werten, wenn mindestens 5 pratherapeutische Tumorzellen
bzw. mindestens 10% der Tumorzellen aus dem Resektat eine starke Farbung im
Lichtmikroskop unter einer VergroRerung von 2.5x oder 5x aufweisen (s. Abbildung 6). Bei
unsicherer Beurteilung der Farbung bei 5-facher VergroRerung ist eine anschlieRende ISH
durchzufiihren. Ist die Membranfdarbung erst bei einer VergroBerung von 10x bis 20x

schwach bis mittelgradig beurteilbar, wird der Tumorschnitt als IHC 2+ klassifiziert. Aufgrund

durchgefihrter Analysen ist bekannt, dass IHC 0 und IHC 1+ mit hoher Wahrscheinlichkeit

nicht amplifiziert sind (Ridolfi et al. 2000).
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Der HER-2-Genstatus der IHC 2+ gefarbten Schnitte wird als grenzwertig positiv betrachtet,
sodass zusatzlich bei allen IHC 2+ klassifizierten Tumorschnitten eine ISH durchgefiihrt wird.
Wird eine Ratio von 2 2.0 bestimmt, ist die ISH tatsachlich positiv; eine Ratio < 2.0 wird
entsprechend als ISH-negativ gewertet. Ist die immunhistochemische Membranfarbung erst

bei 40-facher VergrofRerung beurteilbar und sehr schwach bzw. kaum sichtbar, ist der

Tumorschnitt als IHC 1+ zu werten.

Keine Reaktivitdt oder eine sehr schwache Membranfarbung in < 5 Tumorzellen in der

Biopsie und < 10% der Tumorzellen im Resektat werden IHC 0O klassifiziert.

Zusammenfassend gilt der HER-2-Status als positiv, wenn das Praparat IHC 3+ oder IHC
2+/ISH-positiv klassifiziert wurde. IHC 0, IHC 1+ oder IHC 2+/ISH-negativ werden als HER-2-

negativ diagnostiziert.
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IHC-Farbung
(Biopsie, Resektat)

Ausschluss nicht
spezifischer Farbung

Intestinale Metaplasie,
-------9 Artefakte
- Nicht bericksichtigen

Identifikation von Tumorzellen mit
spezifischer Farbung

!

Membranfarbung interzelluladr Zytoplasmatische, nukleére,
-----> nur basale, luminale o.
Komplett, basolateral o. nur lateral granuldre Farbung
In 25 kohasiven Zellen in Biopsien - Nicht bericksichtigen
In >210% in Resektaten

=

HER-2-positiv
. Starke .
Obj. 2.5-5x Farbeintensitit IHC 3+ Absicherung 2>
ISH

-

Schwache bis HER_z_Status
Obi. 10-20x mittelgradige "
: Farbeintensitat IHC 2+ grenzwertig ->
ISH

Kaum sichtbare |:> )

Membranfarbung IHC 1+ HER-2-negativ
Obj. 40x
Keine Farb

eine Tarbtne IHC 0 |:> HER-2-negativ

Abbildung 6: HER-2-IHC-Testalgorithmus beim Magen- und Rektumkarzinom

Zunachst wird der Gewebeschnitt der Biopsie bzw. des Resektates mittels IHC gefarbt. Nach Ausschluss
unspezifischer Farbungen wie Artefakte oder intestinale Metaplasie, muss die Membranfarbung der
Karzinomzellen beurteilt werden. Komplette, basolaterale oder nur laterale Membranfarbung sind addquat
auswertbar, wahrend zytoplasmatische, nukledre, basale, luminale oder granulare Membranfarbungen nicht
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berlcksichtigt werden. Mittels der "Objektivregel" werden die Gewebeschnitte nach ihren Farbeintensitaten in
den VergroRerungsschritten 2.5-5x, 10-20x und 40x in die jeweiligen IHC-Grade 0O bis 3+ eingeteilt.

IHC - Score
0 I 1+ I 2+ I 3+
Fdrbeintensitdt
keine Reaktivitat** kaum sichtbar* schwach bis mittelgradig* stark*
(Obj. 40x) (Obj. 40x) (Obj. 10-20x) (Obj. 2.5-5x)
P~ & S
L@ w ’,4 W  Aaa s
bl 0 SO '\r\ i & > ! : g-'m
- ‘gu;; " 4 v { > JOL 3
R e ot < & 2
e o b ‘% Tl - %
~ B L Imi X P
| Dual-ISH
Ratio< 2.0 Ratio 2 2.0
= Dual-ISH negativ = Dual-ISH positiv
- . O
” >
a .a. . 3 ”‘ ’
2 > . »

HER-2-Status

I
negativ

Abbildung 7: HER-2-Scoring beim Rektumkarzinom

positiv

Die Abbildung zeigt das HER-2-Scoring mittels der "Objektivregel". Die als IHC 2+ bewerteten Schnitte werden
mittels Dual-ISH in 'amplifiziert' und 'nicht amplifiziert' unterteilt. Der HER-2-Status ist positiv, wenn der Schnitt
als IHC 3+ oder IHC 2+/Dual-ISH-positiv beurteilt wird. Es liegt ein negativer HER-2-Status vor, wenn der Schnitt
als IHC 0, IHC 1+ oder IHC 2+/Dual-ISH-negativ gewertet wird.

**oder sehr schwache Membranfarbung in < 5 Tumorzellen in der Biopsie bzw. < 10% Tumorzellen im Resektat
*in > 5 Tumorzellen der Biopsie bzw. > 10% der Tumorzellen im Resektat
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Abbildung 8: HER-2-Diagnostik beim Rektumkarzinom (a-f)

a: Heterogene HER-2-Positivitat im Resektat (5x); keine Farbung (IHC 0) und kraftige HER-2-
Uberexpression (IHC 3+) direkt benachbart (s. Pfeilspitzen)
b-d: Korrespondierende Biopsie des Resektates a: Heterogene HER-2-Positivitdt in der Biopsie; c: 20x,

fokale HER-2-Expression (IHC 2+) in der Bildmitte; unspezifische Fiarbung/ Artefakt im gleichen
Biopsiepraparat (d, 20x)
e: Basolaterale, laterale (teilweise ringformige) interzellulare Membranfarbung im Resektat (20x); IHC 2+
f. Die intestinale Metaplasie (20x) zeigt mittelgradig starke Farbung auf; aufgrund des fehlenden
Nachweises eines Adenokarzinoms ist die Farbung somit nicht zu beriicksichtigen.
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2.9 Dual-in-situ-Hybridisierung

Die ISH ist eine molekularbiologische Methode zum spezifischen und direkten Nachweis von
Nukleinsauren (DNA und RNA) im histologischen Schnittpraparat ("in-situ"). Markierte
Sonden hybridisieren bzw. binden an spezifische DNA- oder RNA-Sequenzen in
Chromosomen und lokalisieren das zu bestimmende Gen, DNA-Sequenzen oder
Chromosomen. Die verwendeten Sonden kénnen mit Fluoreszenz-Farbstoffen, radioaktiven
Nukleotiden oder mit weiteren Substanzen markiert sein.

Mit Hilfe spezifischer Detektionskomponenten, welche an die markierten Sonden binden,
lasst sich das zu untersuchende Signal im Lichtmikroskop (Silber-ISH mit Dinitrophenyl
(DNP)-markierter  Sonde) oder im  Fluoreszenz-Mikroskop  (Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung) darstellen.

In der ToGA-Studie an Magenkarzinomen erfolgte die Detektion des HER-2-Genstatus mittels
FISH. Es konnte gezeigt werden, dass eine ISH unter Verwendung eines Lichtmikroskops
(beispielsweise Dual-ISH) der fluoreszenzbasierten Technik Uberlegen ist (Rischoff et al.
2010). Im Magenkarzinom wie auch im Rektumkarzinom ist die HER-2-Expression sehr
heterogen. HER-2 exprimierende und nicht-exprimierende Tumorzellen liegen direkt
benachbart. Bei der Bewertung der Genamplifikation mittels ISH erfordert dies ein prazises
Abgleichen der amplifizierten und nicht amplifizierten Tumorareale. Eine gezielte eins zu
eins Zuordnung zwischen IHC und ISH ist bei einer lichtmikroskopischen Darstellung mit
einem Standard Lichtmikroskop in 20-, 40-, und/ oder 60-facher VergroBerung besser
moglich als mit der fluoreszenzbasierten Methode, bei der mit starker VergréRerung (100:1)

gearbeitet wird.

In dieser Arbeit wurde fiir die quantitative Bestimmung der Amplifikation des HER-2-Gens
eine lichtmikroskopische Darstellung des HER-2-Gens und des Chr-17-Zentromers mittels
einer Zweifarb-ISH gewahlt (Silber-ISH und Red-ISH). Das HER-2-Gen wurde durch eine DNP-
markierte Sonde (INFORM HER-2 Dual ISH DNA Probe Cocktail, Ventana Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) lokalisiert und durch das Detektionssystem VENTANA ultraView
Silber ISH DNP Detection Kit (Ventana, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland)

visualisiert.
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Die Detektion des Chr-17-Zentromers erfolgte mit einer Digoxigenin (DIG)-markierten Sonde
und die Visualisierung mit VENTANA ultraView Red ISH DIG Detektion Kit (Ventana, Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland). Durch die verwendeten Detektionssysteme stellte
sich lichtmikroskopisch das HER-2-Gen als isoliert schwarzes Signal (S-ISH) und das Chr 17 als
rot leuchtendes Signal (Red-ISH) dar (s. Abbildung 9).

Der HER-2-Genstatus wurde ermittelt durch die Auszahlung der mittels Dual-ISH sichtbar
gemachten Kopien des HER-2-Gens und der mittels chromogener Red-ISH sichtbar

gemachten Kopien von Chr 17 (s. Abbildung 9).

HER-2-Gen Chromosom-17-Zentromer
1-5: ultraView SISH Detection Kit 1-5: ultraView Red ISH DIG Detection Kit
3, 4, 5: Silberreagenzien A, B, C SISH-Signale 3, 4, 5: pH-Verstarker, Red-ISH-Signale
(Punkte) Naphthol, Fast Red (Punkte) .
L ]

1. Anti-DNP-Antikorper
(Kaninchen)

1. Anti-DIG-Antikorper
2. Anti-Kaninchen- (Maus) 2. Anti-Maus-
Antikorper Antikdrper
(Ziege, HRP) (Zlege AP)

I NI A S™S S NI S™S
| |

DNP-markierte Sonde DIG-markierte Sonde
INFORM HER-2 Dual ISH DNA Probe Cocktail INFORM HER-2 Dual ISH DNA Probe Cocktail

Abbildung 9: Modell der Dual-ISH-Farbungen (modifiziert nach Grogan et al. 2010; S. 2)

Der INFORM HER-2 Dual ISH DNA Probe Cocktail enthédlt zwei Sonden (DNP- und DIG-markiert), die im ersten
Schritt die entsprechenden Genabschnitte (HER-2-Gen und Chr-17-Zentromer) markieren. In einem zweiten
Schritt wird zur Lokalisation der Sonde ein Detektions-Kit aufgebracht:

HER-2-Gen: Das ultraView SISH Detection Kit beinhaltet einen Anti-DNP-Kaninchen-Antikdrper, welcher an die
DNP-markierte Sonde bindet. An diesen Antikérper bindet ein weiterer Anti-Kaninchen-Antikérper und enthalt
zudem ein HRP-Enzym-Konjugat (Horseradish Peroxidase). HRP reagiert mit den Silberreagenzien zu isolierten
schwarzen Signalen, welche sich lichtmikroskopisch darstellen lassen.

Chr-17-Zentromer: Das ultraView Red ISH DIG Detection Kit beinhaltet einen Anti-DIG-Maus-Antikorper,
welcher an die DIG-markierte Sonde bindet. An diesen Antikorper koppelt ein Anti-Maus-Antikérper und
enthadlt weiterhin Alkalische Phosphatase (AP). AP reagiert mit Naphthol, Fast Red und weiteren pH-
Verstarkern zu einem roten Signal.
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2.9.1 Farbeprotokoll der Dual-ISH

Nach Anfertigung der Gewebeschnitte (s. Kapitel 2.8.1) wurden die Dual-ISH-Farbungen
unter standardisierten Bedingungen mit dem Farbeautomaten Ventana IHC - BENCHMARK
XT System (Ventana, Tucson, Arizona, USA) durchgefiihrt. Die Farbung erfolgte mit Hilfe

eines voll-automatisierten Farbeprotokolls:

In einem ersten Schritt wurden die Tumorschnitte durch die Antigendemaskierung mittels
Citrat und einer Protease fiir die weitere Behandlung vorbereitet. Die DNP- bzw. DIG-
markierte Sonde (INFORM HER-2 Dual ISH DNA Probe Cocktail, Ventana, Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) wurde in einem weiteren Schritt aufgetragen und koppelte nach
Denaturierung der DNA-Strange spezifisch an Chr 17 und an das HER-2-Gen. Nach Inkubation
der Detektionssysteme ultraView SISH Detektion Kit (Ventana, Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) fir 20 Min und ultraView Red ISH DIG Detection Kit (Ventana,
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) fiir 32 Min, erfolgte in einem letzten Schritt die

Kernfarbung mit Hamatoxylin fiir 8 Min und das Bluing fur weitere 4 Min.

Nach Beendigung des Farbeprogramms wurden die Objekttrager mit Wasser und Aqua
bidest gespllt und in aufsteigender Alkoholreihe mit Xylol entwassert. AbschlieRend wurden
die Schnitte mit Vitro Clud (R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik, Emmendingen,

Deutschland) eingedeckt.

2.9.2 Auswertung der Dual-ISH-Farbungen

Die Auswertung der ISH-Farbungen beim Rektumkarzinom erfolgte ebenfalls wie die
immunhistochemischen Auswertungen analog zu den bekannten Kriterien beim Mamma-

und Magenkarzinom.

Der HER-2-Genstatus wurde durch die Berechnung der Ratio aus dem Quotienten der
Summe der Gen-spezifischen (schwarzen) Signale und der Summe aller Chr-17-spezifischen
(roten) Signale in den Zellkernen des invasiven Rektumkarzinoms bestimmt. Zur Berechnung
der Ratio wurde ein geeigneter Zielbereich gewadhlt und 20 kohdsiv reprdsentative,

auswertbare Zellen sowie die enthaltenen Signale in den Zellkernen gezihlt.
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Lag das Ergebnis nach der Berechnung des HER-2/Chr-17-Verhéltnisses bei 1.8 - 2.2, mussten
weitere 20 Zellen ausgezahlt werden. Bei einer Ratio von = 2.0 wurde der HER-2-Genstatus
als amplifiziert diagnostiziert, analog dazu wieder bei einer Ratio von < 2.0 als nicht

amplifiziert.

Ubersicht iiber die Auswertung (s. Abbildung 10):

. Die gefarbten ISH-Praparate wurden zunachst auf die Qualitat ihres Gewebes und der
Signale Uberpriift. Die Farbung des Gewebes musste eine Auszahlung mit akzeptabler GroRe
(mindestens 20 Karzinomzellen) im Zielbereich zulassen, die Hintergrundfarbung (z.B. feine
Staubkorper verschiedener GrolRe) durfte die Auszdahlung nicht beintrachtigen und die als
interne Positivkontrolle dienenden Zellkerne mussten adaquat gefarbt sein. Die Kerne dieser
Nicht-Tumorzellen (normale Stromazellen) wiesen meist ein oder zwei HER-2- und Chr-17-
Signale auf (s. Abbildung 11). Weiterhin durfte das Gewebe keine blasenférmigen Zellkerne
("Kernbubbles") enthalten, welche bei Unterfixierung der Gewebeprobe auftreten konnten.

Eine inaddquate Gewebefarbung bedurfte eine Wiederholungsfarbung.

. In einem zweiten Schritt wurde ein Tumorareal aufgesucht, welches im korrespondierenden
IHC-Praparat IHC 2+ Kklassifiziert wurde. Der ausgewadhlte Zielbereich sollte folgende

Bedingungen erfiillen (s. Abbildung 11):

- Die Mehrzahl der Zellen musste sowohl S-ISH- als auch Red-ISH-Hybridisierungssignale
aufweisen. Keine Signale oder nur schwache Signale durften nicht in die Wertung

einflieRen.
- Uberlappende Zellkerne durften nicht ausgezahlt werden.

- Die Signale sollten in ihrer GroRRe Ubereinstimmen. Bei zu groflen oder zu kleinen
Signalen konnte es sich um Staub oder eine unspezifische Farbung handeln; diese sollten

nicht bertcksichtigt werden.

. In 20 reprasentativen, addquat gefarbten Zellkernen wurden die roten und schwarzen
Signale gezahlt und das Verhaltnis der Anzahl der HER-2-Signale und Anzahl der Chr-17-
Signale berechnet. Mit Hilfe der Ratio liel8 sich der HER-2-Genstatus als 'amplifiziert' oder

'nicht amplifiziert' klassifizieren.
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HER-2/ Chromosom-17-
ISH-Farbungen
(Biopsie, Resektat)

Ist die Farbung
adaquat?

> Nicht addquat = nicht

bericksichtigen

ja

Bestimmung der Auffinden des
Tumorareale im H Tumorareals im
korrespondierenden IHC- zugehorigen ISH-Praparat
Praparat mit Klassifikation

IHC 2+ ¢

Zahlen der schwarzen (HER-2-
Gen) und roten (Chr 17)
Signale in 20 reprasentativen
Zellkernen

v

Berechnung der Ratio:

Gesamtanzahl der HER-2-Signale

Gesamtanzahl der Chr-17-Signale

nein

Liegt die Ratio
zwischen 1.8 — 2.2?

9 Auszdhlen von weiteren
20 Zellkernen

ja

v

Auswertung: l’
Amplifiziert Berechnung der Ratio mit
HER-2/Chr 17 2 2.0 € der Gesamtzahl der HER-2-
Signale und Gesamtzahl
Nicht-amplifiziert der Chr-17-Signale der
HER-2/Chr 17 < 2.0 gesamten 40 Zellkerne

Abbildung 10: HER-2-Dual-ISH-Testalgorithmus (modifiziert nach Grogan et al. 2010, S. 9)

Die Gewebeschnitte (Biopsie bzw. Resektat) wurden mittels Dual-ISH gefarbt. Nach Ausschluss inadaquater
Farbung wurde ein Tumorareal im IHC-Prdparat mit IHC 2+ ausfindig gemacht. Parallel wurde im
korrespondierenden ISH-Praparat das jeweilige Tumorareal identifiziert. Die schwarzen und roten Signale in 20
kohasiv reprasentativen Zellen wurden gezahlt und die Ratio aus dem Verhiltnis HER-2-Gen/Chr 17 berechnet.
Lag die Ratio zwischen 1.8 und 2.2, mussten 20 weitere Zellkerne mit korrespondierenden Signalen ausgezahlt
werden. Bei einer Ratio von < 2.0 gilt die ISH als nicht amplifiziert, bei einer Ratio von = 2.0 als amplifiziert.
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Abbildung 11: HER-2-Dual-ISH-Farbungen

1+1a (20x):
2+2a (2, 20x; 2a, 40x):

3 (40x):

4 (40x):
5 (40x):

6 (40x):
7 (40x):

IHC-Farbung Score 2+

ISH-Praparat; nach Auffinden des zugehdérigen Tumorareals des IHC-Praparats (1+1a),
kann die Zdhlung von 20 adaquat gefarbten Zellen erfolgen

ISH-Praparat; die rotliche Hintergrundfarbung erschwert und verfalscht die
Auszdhlung der roten Signale (s. roten Pfeil); Stromazellen (s. schwarzen Pfeil)

dienen als interne Positivkontrolle der Farbung

ISH-Praparat; durch Unterfixierung der Gewebeprobe entstandene Kernbubbles (s.
Pfeil)

ISH-Praparat; nicht Uberlappende Zellkerne, gut isolierte schwarze und rote Signale;
nicht amplifiziert

Ausschnitt eines amplifizierten ISH-Praparates (Ratio > 2.0)

Hoch amplifizierter HER-2-Genstatus; positives ISH-Praparat zur Kontrolle eines IHC
3+ klassifizierten IHC-Praparates; SISH-Cluster (s. Pfeil) konnen auf Grundlage der
GrolRe eines einzelnen isolierten Referenzsignals in einer benachbarten Zelle
abgeschatzt werden
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2.10 Follow-Up-Untersuchungen

Samtliche Patienten wurden wahrend ihrer Behandlung wdchentlich kontrolliert. Das
Langzeit-Follow-Up wurde nach Vorgabe der Studienprotokolle und geltender S3-Leitlinie
(Schmiegel et al. 2010) durchgefiihrt und beinhaltete nach Abschluss der multimodalen
Therapie folgende Nachsorgeuntersuchungen: Anamnese, klinische Untersuchung,
Tumormarkerkontrolle (CEA), Rektoskopie, Abdomensonographie, CT-Abdomen und -Becken
sowie Rontgen-Thorax. Die Nachsorgeuntersuchungen erfolgten in den ersten 2 Jahren
vierteljahrlich, nach 2 Jahren halbjahrlich und ab dem 5. Jahr einmal jahrlich fir einen
gesamten Beobachtungszeitraum von 10 Jahren (Schmiegel et al. 2010). Dabei wurden neu
aufgetretene Rezidive, Fernmetastasen sowie eingetretener Tod des Patienten
dokumentiert.

Das krankheitsfreie Uberleben wurde als Intervall zwischen der Rektumresektion und dem
erneuten Auftreten eines Lokalrezidivs oder Fernmetastasen definiert. Der histologische
Nachweis des neu aufgetretenen Lokalrezidivs oder Fernmetastasen erfolgte bei allen der
Patienten. Das tumorspezifische Gesamtilberleben wurde als Intervall zwischen der

Resektion des Rektumkarzinoms und dem tumorbedingten Tod des Patienten definiert.

2.11 Statistische Analysen

Die Korrelation des HER-2-Status mit kliniko-pathologischen Parametern (uT, uN, TRG, (y)pT,
(y)pN, (y)pUICC, R-Status) wurde mit Hilfe des Fisher exact test bestimmt. Die Korrelation des
HER-2-Status mit dem DFS und CSS wurde in Kaplan-Meier-Kurven dargestellt und mittels

Logrank-Test auf statistische Signifikanz Gberpruft.

Die uni- und multivariaten Analysen wurden mit Hilfe des Cox-Proportional-Hazards-Modells
hinsichtlich der Parameter HER-2-Status, (y)pT, (y)pN, R-Status und Therapieregime
durchgefihrt. Fiir vergleichende Analysen der kliniko-pathologischen Charakteristika wurde
der X>-Test (Chi-Quadrat-Test) verwendet.

Das Signifikanzniveau wurde fir samtliche Analysen auf a = 5% (p < 0.05) festgesetzt. Alle
Analysen wurden mit der statistischen Software R, Version 2.13.1 durchgefiihrt und die

Uberlebensdaten mit dem R-package-Survival berechnet (RDC 2011).
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3 Ergebnisse

3.1 Resektionsverfahren

Alle 264 Patienten wurden mit kurativer Intention operiert. Grundlage der onkologischen
Rektumchirurgie ist neben der RO-Rektumresektion die TME (oder noch fraglich die PME) in

Abhéangigkeit von der Tumorlokalisation (Liersch et al. 2005; s. Kapitel 2.3).

Die Operationsmethoden unterteilten sich in 166 (63%) TARR, in 73 (28%) APE, 19 (7%) ARR,
und 6 (2%) Resektionen nach Hartmann (s. Tabelle 7). Im Rahmen der GAST-05-Studie
wurden 18 Patienten mit einem Rektumkarzinom im oberen Rektumdrittel mittels ARR und
PME behandelt. Von 97 Patienten mit Lokalisation des Tumors im unteren Rektumdrittel
konnten 33 Patienten (34%) kontinenzerhaltend (unter Sphinktererhalt) operiert werden. Bei
Patienten mit Tumorlokalisation im unteren Rektumdrittel mussten 67% des Kollektivs A (2
von 3 Patienten) und 69% des Kollektivs B (44 von 64 Patienten) unter Entfernung des
Sphinkters operiert werden. Die Anzahl der APE des intensiviert behandelten Kollektivs mit

Tumorlokalisation im unteren Drittel lag bei 53% (16 von 30 Patienten).

Tabelle 7: Charakterisierung der Subkollektive nach Operationsmethoden

Therapieregime Keine neoadjuvante | Neoadjuvante RCT Neoadjuvante RCT
RCT mit Standard 5-FU | mit 5-FU/Oxaliplatin | p-Wert*
(Kollektiv A) (Kollektiv B) (Kollektiv C)
Patientenanzahl n=47 % n=145 % n=72 %

Operationsmethoden

Rektumresektion

anteriore 18 38 1 1 0 0
tiefe anteriore” 26 55 88 61 52 72 <0.001
abdominoperineale” 2 4 54 37 17 24
nach Hartmann” 1 2 2 1 3 4

* p-Wert Berechnung mit Chi-Quadrat-Test
* alle Rektumresektionen bis auf die anteriore Rektumresektion erfolgten mit standardisierter und
qualitatskontrollierter TME
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3.2 Histopathologisches Tumorstaging

Nach dem jeweiligen Resektionsverfahren und der Entnahme des
Rektumkarzinomresektates erfolgte die histopathologische Aufarbeitung. Die erhobenen

postoperativen Parameter sind in Tabelle 8 erfasst.

Bei allen Patienten wurde wahrend der Operation ein RO-Resektions-Status angestrebt.
Histopathologisch wurde tatsachlich ein RO-Residualstatus in 225 Fallen (97%) klassifiziert.
Bei 7 Patienten (3%) lag eine R1-Situation vor (positiver CRM) und in 2 Fallen (1%) ein lokaler
R2-Residualstatus. Zusammenfassend konnte nach primarer OP ein RO-Residualstatus in 94%

der Falle und nach praoperativer RCT in 97% der Falle erreicht werden (s. Tabelle 8).

Primér operierte Patienten (n=47):

Bei 38 Patienten (81%) zeigte sich nach erfolgter Rektumresektion ein pT3-Status. In 13% der
Falle reichte die Tumorinfiltration bis in die Muscularis propria (pT2, 6 Patienten) und bei
einem Patienten bis in die Submukosa (pT1, pUICC-1). Bei 2 Patienten (4%) wurde eine
Ausbreitung des Tumors in Nachbarorgane (pT4) mit histopathologisch gesichertem
positiven LK-Status festgestellt (pUICC-IV). Von den priméar operierten Patienten traten

insgesamt in 21% der Falle ein pN1-Status und in 17% der Falle ein pN2-Status auf.

Patienten nach neoadjuvanter RCT (Patientenkohorte B und C: n=217):

Die neoadjuvant vorbehandelten Patienten haben im Vergleich zu den primar Operierten
einen niedrigeren (y)pT-Status (p=0.04). Wahrend ca. 50% der vorbehandelten Patienten
(y)pT3 klassifiziert wurden, waren es im Vergleich 81% der primar Operierten. Insgesamt
konnte bei 9 Patienten (6%) des Patientenkollektivs B und 3 Patienten (4%) des
Patientenkollektivs C ein (y)pT4-Status nachgewiesen werden. Dies ist anndhernd
vergleichbar mit den Daten der primdr Operierten (4%; n=2). Bei 17 vorbehandelten
Patienten (8%) konnte zudem ein (y)pTO-Status erreicht werden. Weiterhin ist die
lymphogene Metastasierung in dem vorliegendem Patientenkollektiv mit 24% (y)pN1 und
13% (y)pN2 in der Patientengruppe nach 5-FU-Monotherapie hoher als in der intensiviert
behandelten Gruppe unter Oxaliplatin (18% (y)pN1 und 11% (y)pN2).
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Uber 50% der Patienten, die neoadjuvant vorbehandelt wurden, zeigten ein gutes
Ansprechen auf die neoadjuvante Therapie (deutlicher Tumorregressionsgrad; TRG 3). Bei
insgesamt 17 Patienten (elf Kollektiv B und sechs Kollektiv C; jeweils 8%; s. Tabelle 8) konnte
sogar eine pCR des Tumors erzielt werden (TRG 4). Es zeigt sich zudem ein deutlicher Trend

zu einem verstarkten T-Status-Downsizing unter der intensivierten Therapie mit Oxaliplatin.

Ein T-Level-Downsizing konnte bei 61 Patienten (42%) nach 5-FU-Monotherapie und bei 35
Patienten (49%) nach intensivierter RCT nachgewiesen werden. Weiterhin trat ein UICC-
Downstaging (Verbesserung des (y)pUICC-Tumorstagings im Vergleich zum cUICC-Stadium)
bei 73 Patienten (50.3%) der Patientenkohorte B und bei 42 Patienten (58.3%) der

Patientenkohorte C auf.
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Tabelle 8: Charakterisierung der Subkollektive mit postoperativen, kliniko-pathologischen

Parametern

Therapieregime

Keine neoadjuvante

Neoadjuvante RCT

Neoadjuvante RCT

RCT mit Standard 5-FU | mit 5-FU/Oxaliplatin | p-Wert*
(Kollektiv A) (Kollektiv B) (Kollektiv C)

Patientenanzahl n=47 % n=145 % n=72 %
Postoperative, histo-pathologische Parameter
Resektions-Status

RO 44 94 140 97 71 99

R1 3 2 0.31

R2 0 0 2 0 0
Tumorregression

0 keine - - 0 0 0

1 gering (<25%) - - 20 14 11

2 moderat (<50%) - - 39 27 13 18 0.41

3 deutlich (>50% bis <100%) - - 75 52 45 63

4 total (100%) - - 11 8 6 8
(y)pT-Status

0 0 11

1 10

0.04

2 6 13 38 26 17 24

3 38 81 80 55 37 51

4 2 4 9 6 3 4
(y)pN-Status

0 29 62 91 63 51 71

1 10 21 35 24 13 18 0t

2 8 17 19 13 8 11
(y)pUICC-Status

0 0 0 8 6 8 11

| 13 32 22 22 31

Il 23 49 45 31 18 25 0.02

[ 16 34 48 33 16 22

\ 2 4 12 8 8 11

angewendet

* p-Wert Berechnung mit Chi-Quadrat-Test; fiir die Altersdifferenz wurde der Kruskal-Wallis-Rank-Test
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3.3 Klinischer Langzeitverlauf

In einem Zeitintervall von maximal 156 Monaten (Median 46.5 Monate) erfolgte bei allen
Patienten eine strukturierte onkologische Nachsorge zur friihzeitigen Entdeckung von neu

aufgetretenen Lokalrezidiven oder Fernmetastasen (s. Kapitel 2.10).

Bei fast 70% aller Patienten (n=175) konnten Rezidive im Nachsorgezeitraum bis Oktober
2011 ausgeschlossen werden (s. Tabelle 9). Die Follow-Up-Zeit betrug in der Gruppe der
primar Operierten 36 Monate (Minimum 13 bis maximal 113 Monate), bei den
vorbehandelten Patienten nach 5-FU-Monotherapie 59 Monate (Minimum 11 bis maximal
156 Monate) und bei den intensiviert vorbehandelten Patienten 40 Monate (Minimum 17

bis maximal 93 Monate).

Insgesamt betrug die Lokalrezidivrate (LRR) 8% (n=21) und die Fernmetastasierungsrate
(FMR) 26% (n=68). Bei 15 Patienten (6%) konnte ein lokoregionares und fernmetastatisches
Rezidiv nachgewiesen werden (s. Tabelle 9). Von den Fernmetastasen traten 34% (n=23)
peritoneal und/oder anderorts, 31% (n=21) intrahepatisch, 28% (n=19) intrapulmonal und
7% (n=5) intrahepatisch und intrapulmonal auf. Infolgedessen sind 40 Patienten (15%)
tumorbedingt verstorben. Davon waren 5 Patienten (11%) des Patientenkollektivs A, 25
Patienten (17%) des Patientenkollektivs B sowie 10 Patienten (14%) des Patientenkollektivs

C betroffen.

Betrachtet man isoliert die Gruppe der primar operierten Patienten, ergibt sich eine LRR von
12.8% (n=6) sowie eine FMR von 14.9% (n=7). Im Vergleich dazu kann man bei der
vorbehandelten Gruppe mit 5-FU-Monotherapie eine niedrigere LRR von 8.3% (n=12) und
eine erhohte FMR von 28.97% (n=42) beobachten. Die intensiviert vorbehandelte Gruppe
weist eine noch kleinere LRR als die anderen beiden Patientenkohorten auf (4.2%; n=3).
Dagegen ist die FMR hier auch héher als bei den primar Operierten (26.4%; n=19). Zudem
sind in 47% der diagnostizierten Metastasen in dem angegebenen Zeitraum in der Leber

lokalisiert (n=9; s. Tabelle 9).
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Tabelle 9: Korrelation der Follow-Up-Daten

Therapieregime

Keine neoadjuvante

Neoadjuvante RCT mit

Neoadjuvante RCT

RCT Standard 5-FU mit 5-FU/ Oxaliplatin
(Kollektiv A) (Kollektiv B) (Kollektiv C)
Patientenanzahl n=47 % n=145 % n=72 %
Follow-Up-Untersuchungen (Nachsorgeintervall: 156 Monate; Median 46.5 Monate;
letzter Nachbeobachtungsmonat 10/2011)
Rezidive
Keine 34 72 91 63 50 69
Lokal 13 12 8 3 4
Fernmetastasen 9 32 22 17 24
Lokal und Fernmetastasen 3 10 7 2 3
Fernmetastasen
Hepar 2 29 10 24 9 47
Pulmo 2 29 13 31 4 21
Hepar und pulmo 1 14 3 7 1 5
Peritoneal und/ oder andere 2 29 16 38 5 26
Follow-Up-Zeit
Mittelwert 36 59 40
Min - Max 13-113 11-156 17 -93
Tumorbedingter Tod 5 11 25 17 10 14
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3.4 HER-2-Status in pratherapeutischen Biopsien

Insgesamt waren 169 pratherapeutische Biopsien fiir die IHC-Auswertung verwertbar. Der
HER-2-Status wurde bei 66 Prdaparaten mit dem ermittelten IHC Score 2+ und bei allen
Gewebeproben mit dem IHC Score 3+ (n=10) mittels ISH auf Genamplifikation tberpruft (s.
Abbildung 12). Die Beurteilung der Biopsien ergab eine HER-2-Positivitdtsrate von 12.4%
(n=21) und einen negativen HER-2-Status bei 148 Gewebeproben (87.5%).

Bei der Untersuchung der ISH-gefarbten Gewebepraparate konnten 11 (6.5%) der insgesamt
66 IHC 2+ beurteilten Proben als amplifiziert diagnostiziert werden mit einer Ratio von 2.29
im Mittel. Bei allen IHC 3+ bewerteten Biopsieproben, bei denen zur Absicherung der HER-2-
Positivitat zusatzlich eine ISH durchgefiihrt wurde, konnte eine hohe Genamplifikation

nachgewiesen werden (Ratio > 2.7).

Insgesamt 83.3% (55 von 66 Biopsien) der IHC 2+ Biopsien wiesen bei der Auszahlung der
Signale und anschlieBender Berechnung der Ratio keine HER-2-Genamplifikation auf
(Mittelwert der |ISH-negativen Biopsien: 1.35), sodass diese nicht-amplifizierten

Gewebeproben definitionsgemald als HER-2-negativ klassifiziert wurden.

IHC 2+/
ISH
Biopsien . positiv
Score (n=169) % HER-2-Status 7%
IHCO 43 254
negativ
IHC 1+ 50 29.6 (87.5 %)
IHC 2+/ ISH-negativ 55 32.5
IHC 2+/ ISH-positiv 11 6.5 positiv
IHC 3+ 10 5.9 (12.4%)

Abbildung 12: HER-2-Status in pratherapeutischen Biopsien

Die Abbildung zeigt die Auswertung der Biopsien mittels IHC und ISH. Die Tabelle umfasst die absoluten und
relativen Zahlen der ausgewerteten Biopsie-Praparate, unterteilt in die jeweiligen IHC Scores (0, 1+, 2+, 3+)
sowie ISH-negativ und ISH-positiv. Das Kreisdiagramm dient zur Darstellung der Anteile der jeweiligen Scores
und hebt den positiven HER-2-Status (gekennzeichnet mit rétlicher Farbung) von dem griin-hinterlegten
negativen HER-2-Status ab.
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3.5 HER-2-Status im Rektumkarzinomresektat

Fiir die Detektion des HER-2-Status konnten 225 IHC-gefarbte Rektumkarzinomresektate des
gesamten Patientenkollektivs (N=264) beurteilt werden. Wie bereits in Kapitel 2.5 erlautert,
konnten 39 Resektat-Praparate auf Grund eines sehr guten Ansprechens auf die
praoperative RCT und folglich kaum vorhandener vitaler Karzinomzellen (TRG 3b und TRG 4)
nicht in die Analyse mit einbezogen werden.

Die verbliebenen beurteilbaren Resektate (n=225) zeigten eine HER-2-Positivitatsrate von
26.7% (n=60; s. Abbildung 13), wahrend 73.3% (n=165) keine oder nur eine geringe HER-2-

Proteinliberexpression aufwiesen (IHC O und 1+).

Die Analysen der ISH-Farbungen (n=134) der als IHC 2+ beurteilten Schnitte zeigten bei 29
(13%) Gewebeproben eine HER-2-Genamplifikation (Ratio >2.0); analog dazu wurden 105
(47%) Proben als nicht-amplifiziert beurteilt (Ratio <2.0). Alle 3+ gefarbten IHC-Praparate
(n=31) wurden ebenfalls auf Genamplifikation gepriift und konnten zu 100% als amplifiziert

klassifiziert werden.

Bei allen als Kontrolle dienenden ISH-Nachfarbungen der als IHC 0 (n=5) und IHC 1+ (n=5)
beurteilten Proben konnte dagegen erwartungsgemall keine HER-2-Genamplifikation

nachgewiesen werden.

IHC 3+
Resektate 0
Score (n=225) % HER-2-Status
IHCO 30 13.3
negativ IHC 2+
IHC 1+ 30 13.3 (73.3 %) <2 /
IHC 2+/ ISH-negativ 105 46.7 positiv
IHC 2+/ ISH-positiv 29 12.9 positiv 13%
IHC 3+ 31 13.8 (26.7%)

Abbildung 13: HER-2-Status im Rektumkarzinomresektat

Analog zu Abbildung 12 wurden die Ergebnisse der Auswertung der Rektumkarzinomresektate dargestellt.
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3.6 Vergleich des HER-2-Status aus pratherapeutischen Biopsien mit dem
HER-2-Status aus Tumorgewebe nach Rektumresektion

Insgesamt konnte bei 130 Patienten die pratherapeutische Biopsie einem
korrespondierenden Rektumkarzinomresektat zugeordnet werden (s. Kapitel 2.5). Die
Beurteilung des HER-2-Status im Resektat zeigte in der Halfte der Fille heterogene (< 30%
positive Tumorzellen) oder eine nur fokal ausgepragte HER-2-Postivitat. Diese Feststellung
deckt sich mit dem Ergebnis aus dem Vergleich des ermittelten HER-2-Status der Biopsie mit
dem dazu gehorigen Resektat: Bei 27 Paaren (21%) wurde die Biopsie als HER-2-negativ

befundet, wahrend das Resektat HER-2-positiv gewertet wurde (s. Abbildung 14).

Weiterhin war die umgekehrte Konstellation - HER-2-positive Biopsie versus HER-2-negatives
Resektat - in nur sechs der Paare (5%) zu finden. Interessanterweise wurden alle sechs

Patienten neoadjuvant vorbehandelt (vier RCT mit 5-FU und zwei RCT mit 5-FU und

Oxaliplatin).
=
H
:-; T 6 1 1 Anzahl der Patienten mit
=] . . ki di den P
oo
nach RCT 6 nach RCT 9 HER-2-Status =130 " HER-2-Status
5 - 86 (66%) B}
32
o - 27 (21%) +
o
+ 11 (9%) +
2
I + 6 (5% -
. 86 27 %
D prim. OP 8 prim. OP 4
T nach RCT 78 nach RCT 23
i i
HER-2-negativ HER-2-positiv

Rektumkarzinom-Resektate

Abbildung 14: Vergleich des HER-2-Status der Biopsie mit dem korrespondierenden
Resektat

Im linken Teil der Abbildung ist die Gegeniiberstellung des HER-2-Status der Biopsie (y-Achse) mit dem Resektat
(x-Achse) mit zusatzlichen Angaben zur Vorbehandlung (primare OP bzw. nach RCT) dargestellt. Rechts sind die
gleichen Ergebnisse in einem anderen Format dargestellt. Es wird ersichtlich, dass ein Flinftel der Paare einen
negativen HER-2-Status in der Biopsie, jedoch einen positiven HER-2-Status im Resektat aufweisen (violett
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hinterlegt). Blau hinterlegt ist die umgekehrte Konstellation - HER-2-positive Biopsie mit HER-2-negativem
Resektat.

3.7 Korrelation des HER-2-Status pratherapeutischer Biopsien und von
Tumorresektaten mit klinischen Parametern

Pratherapeutische Biopsien

Die Korrelation des HER-2-Status der pratherapeutischen Biopsien mit pratherapeutischen
klinischen Parametern (Geschlecht, Alter, Tumorinfiltrationstiefe (cT), LK-Status (cN), cUICC)
und mit kliniko-pathologischen Parametern (TRG, (y)pT, (y)pN, (y)pUICC, Resektions-Status)
zeigte keine Signifikanz.

Es ist jedoch zu beobachten, dass das Kollektiv nach intensivierter RCT den héchsten Anteil
an HER-2-positiven Biopsien stellt (21%, s. Tabelle 10), wahrend primar Operierte mit 14%
und die neoadjuvant behandelten Patienten mit RCT und 5-FU nur in 7% der Fille HER-2-

positive Biopsien aufwiesen.

Rektumkarzinomresektate

Im Vergleich zu den Ergebnissen der Biopsien, ergab die Korrelation des HER-2-Status aus
den Rektumkarzinomresektaten mit pra- und postoperativen klinischen Kriterien folgende

Aspekte (s. Tabelle 10, Tabelle 11 und Tabelle 12):

1. Der positive HER-2-Status korrelierte mit einem negativen cN-Status (p=0.021) sowie
einem geringeren cUICC-Stadium (p=0.031). Auffallig war der in 72% (n=120) der
HER-2-negativen Resektate erhobene positive Lymphknotenbefall, wahrend die HER-
2-positiven Resektate zu etwa gleichen Teilen einen positiven (57%) und negativen
(43%) Lymphknotenbefall aufwiesen. Zusammenfassend zeigt sich in der
untersuchten Patientenpopulation eine starkere Assoziation des cUICC-III-Stadiums

mit einem negativem HER-2-Status (68% HER-2-negativ versus 55% HER-2-positiv).

2. In der neoadjuvant behandelten Kohorte wurde eine signifikant geringere HER-2-
Expression und -Genamplifikation im Vergleich zur Kontrollgruppe (primar Operierte)
detektiert (p=0.009). Von 40 Patienten, die mit primarer Rektumresektion behandelt
wurden, konnte bei 18 Patienten (45%) ein positiver HER-2-Status im

Rektumkarzinomresektat nachgewiesen werden (s. Tabelle 10). Patienten mit
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neoadjuvanter RCT (5-FU-mono oder 5-FU mit Oxaliplatin; n=185) zeigten eine

vergleichsweise niedrigere HER-2-Positivitat (23%, n=42).

Tabelle 10: HER-2-Expression und -Genamplifikation in cUICC-1I/-11l Rektumkarzinomen

HER-2-Expression und -Genamplifikation in cUICC-Il/-lll-Rektumkarzinomen

Therapieregime

Keine

neoadjuvante RCT

Neoadjuvante RCT
mit Standard 5-FU

Neoadjuvante RCT
mit 5-FU/Oxaliplatin

(Kollektiv A) (Kollektiv B) (Kollektiv C)
Patientenanzahl n=21 % n =96 % n =52 %
Material Biopsie
HER-2-Biopsie (n=169)
IHC O 6 29 24 25 13 25
IHC 1+ 9 43 33 34 8 15
IHC 2+ ISH negativ 8 14 32 33 20 38
ISH positiv 2 10 4 5 10
IHC 3+ 1 5 12
HER-2-Biopsie - gesamt
HER-2-positiv 3 14 7 7 11 21
HER-2-negativ 18 86 89 93 41 79
Patientenanzahl n =40 % n =127 % n =58 %
Material Resektat
HER-2-Resektat (n=225)
IHC 0 1 19 15 10 17
IHC 1+ 3 18 14 9 16
IHC 2+ ISH negativ 18 45 64 50 23 40
ISH positiv 8 20 14 11 12
IHC 3+ 10 25 12 9 16
HER-2-Resektat- gesamt
HER-2-positiv 18 45 26 20 16 28
HER-2-negativ 22 55 101 80 42 72
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Tabelle 11: Vergleich des HER-2-Status mit pratherapeutischen und operativen Parametern

" . . HER-2 HER-2
Prdtherapeutische und operative S % positiv % p-Wert*
Parameter (n=165) (n=60)
Alter (Jahre)
Mittelwert 63.1 65.2 0.2
Min. - Max. 35-85 41 - 83
Geschlecht
Mannlich 113 68 49 82 0.051
Weiblich 52 32 11 18
Tumorlokalisation ab ano (cm)
0-6 cm 63 38 18 30
>6-12 cm 73 44 24 40 0.119
>12-16 cm 29 18 18 30
cT-Status
2 3 2 0 0
3 149 90 57 95 0.43
4 13 8 3 5
cN-Status
Positiv 120 72 34 57 0.021
Negativ 45 27 26 43
cUICC-Stadium
1] 43 26 26 43
Il 113 68 33 55 0.031
v 9 5 1 2
Rektumresektion
anteriore 8 5 11 18
tiefe anteriore” 105 64 33 55 0.016
abdominoperineale“k 48 29 15 25
nach Hartman” 4 2 1 2
* p-Wert Berechnung mit Chi-Quadrat-Test; fir die Altersdifferenz wurde der Kruskal-Wallis-Rank-
Test angewendet
# alle Rektumresektionen bis auf die anterioren Rektumresektionen (partiell mit PME) erfolgten mit
TME
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3. Der Vergleich der kliniko-pathologischen Parameter mit dem HER-2-Status ergab
keine signifikante Korrelation: Der R-Status, der (y)pT, der (y)pN-Status sowie der
(y)pUICC-Status unterschieden sich bezlglich ihres HER-2-Status nur gering. Es fallt
jedoch auf, dass 53% der HER-2-negativen Patienten einen deutlichen
Tumorregressionsgrad (TRG 3) aufwiesen (versus 37% der HER-2-positiven Patienten;

s. Tabelle 12).

Tabelle 12: Vergleich des HER-2-Status mit postoperativen Parametern
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Postoperative Parameter HER-2 HER-2
negativ % positiv % p-Wert*
(n=165) (n=60)
Resektions-Status
RO 157 95 59 98
R1 7 4 0 0 0.21
R2 1 1 1 2
Tumorregressionsgrad
0 keine 1 1 0 0
1 gering (< 25%) 19 12 6 10
2 moderat (< 50%) 37 22 14 23 0.73
3 deutlich (>50% bis <100%) 87 53 22 37
4 total (100%) 0 0 0 0
Keine Neoadjuvante Therapie 21 13 18 30
(y)pT-Status
0 4 2 0 0
7
1 11 2 3 0.623
2 38 23 15 25
3 102 62 40 67
4 10 6 3 5
(y)pN-Status
0 102 62 36 60 0.815
1 41 25 14 23
2 22 13 10 17
(y)pUICC-Status
0 3 2 0 0
| 36 22 13 22 0287
1 55 33 22 37
11 52 32 23 38
v 19 12 2 3
* p-Wert Berechnung mit Chi-Quadrat-Test
3.8 Korrelation des HER-2-Status mit dem tumorfreien

tumorspezifischen Uberleben

und

Um die prognostische Bedeutung von HER-2 unabhangig vom jeweiligen Therapieregime im

Rektumkarzinom zu beurteilen, wurde der HER-2-Status aus pratherapeutischen Biopsien

und aus den Karzinomresektaten getrennt voneinander mit dem tumorfreien und

tumorspezifischen Uberleben korreliert. Zur Darstellung der Ergebnisse dienen Kaplan-

Meier-Kurven; die p-Werte sind in jeder Abbildung eingefiigt.
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3.8.1 Korrelation des HER-2-Status aus pratherapeutischen Biopsien mit
dem DFS und CSS

Der Beobachtungszeitraum fiir die Korrelation des HER-2-Status der Biopsien mit dem DFS
umfasste insgesamt 150 Monate (s. Abbildung 15 und Abbildung 16). Die Kurven zeigen
keinen Unterschied des HER-2-Status in Bezug auf das DFS (p=0.61) und das CSS (p=0.74).

Krankheitsfreies Uberleben (%)

— HER-2-neg — 148 Patienten
o — = HER-2-pos- 21 Patienten

| | | |
0 50 100 150

Beobachtungszeitraum (Monate)

Abbildung 15: Korrelation des HER-2-Status aus pratherapeutischen Biopsien mit dem DFS
(n=169)

Die Kaplan-Meier-Kurve stellt die Korrelation des HER-2-Status aus Biopsien mit dem DFS in einem
Nachsorgeintervall von 148 Monaten dar. Es ldsst sich beobachten, dass beide Kurven nah benachbart
verlaufen. Beide Subkollektive zeigen keinen signifikanten Unterschied im DFS (p=0.61).
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100

80

p=0.74

—— HER-2-neg — 148 Patienten
—— HER-2-pos — 21 Patienten

Krankheitsspezifisches Uberleben (%)

| | | | | | |
0 20 40 60 80 100 120 140

Beobachtungszeitraum (Monate)

Abbildung 16: Korrelation des HER-2-Status aus Biopsien mit dem CSS (n=169)

In dieser Abbildung ist die Korrelation des HER-2-Status aus Biopsien mit dem CSS in einem
Beobachtungszeitraum von 148 Monaten dargestellt. Es Iasst sich auch bei diesen Kurven kein signifikanter
Unterschied zwischen HER-2-negativen und HER-2-positiven Patienten erkennen (p=0.74).

Uberdies wurde der HER-2-Status der Patienten, die zum Zeitpunkt der Operation einen
positiven LK-Status besaBen, mit dem CSS korreliert (s. Abbildung 17). Das untersuchte
Patientenkollektiv fiir die Subgruppenanalyse der Nodal-positiven Patienten umfasst nur 54
Patienten. Bei dieser vergleichsweise kleinen Patientenzahl zeigt sich nur ein Trend ohne
statistische Signifikanz (p=0.33). Jedoch lasst sich interessanterweise beobachten, dass
keiner der HER-2-positiven Patienten mit positivem Nodalstatus im Intervall von 60 Monaten

verstorben ist.
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Abbildung 17: Korrelation des HER-2-Status aus Biopsien von Patienten mit einem (y)pN+
Status und dem CSS (n=54)

Die Abbildung erfasst die Korrelation des HER-2-Status aus Biopsien mit positivem Nodalstatus und dem CSS. In
diesem kleinen Kollektiv (n=54) fallt auf, dass keiner der fiinf als HER-2-positiv klassifizierten Patienten
tumorbedingt verstorben ist - im Gegensatz zu den Patienten mit negativem HER-2-Status.
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3.8.2 Korrelation des HER-2-Status aus Tumorgewebe nach
Rektumresektion mit dem DFS und CSS

Die Korrelation des HER-2-Status aus Karzinom-Resektaten ergab folgende Aspekte:

Tumorfreies Gesamtiiberleben

In Bezug auf das tumorfreie Uberleben (s. Abbildung 18) {iber einen Beobachtungszeitraum
von bis zu 150 Monaten zeigt die Korrelation mit dem HER-2-Status aus Resektaten keine
Signifikanz (p=0.1). Auf Grund des kleinen Patientenkollektivs nach 90 Monaten von 26
Patienten (10%) wurde ebenfalls die Korrelation des 5-Jahres-Gesamtiiberlebens erfasst. Die
5-Jahres-Uberlebensrate zeigt 69.6% bei Patienten mit positivem Rezeptorstatus und 64.8%

mit negativem Rezeptorstatus (p=0.1).
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Abbildung 18: Tumorfreies 5-Jahres- und 12.5-Jahres-Uberleben im Vergleich (n=225)

In der linken Halfte der Abbildung ist die Korrelation des HER-2-Status aus Resektaten mit dem DFS in einem
Beobachtungsintervall von 150 Monaten dargestellt, wahrend die rechte Hélfte der Abbildung den
Nachsorgezeitraum von 80 Monaten erfasst. Das 5-Jahres-Uberleben zeigt ein DFS von 69.6% bei HER-2-
positiven Patienten und ein DFS von 64.8% bei HER-2-negativen Patienten (jeweils p=0.1).
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Bei separater Betrachtung der verschiedenen Therapieschemata zeigt sich kein signifikanter
Unterschied bei Korrelation des HER-2-Status mit dem tumorfreien Uberleben. Es ist jedoch
ein deutlicher Trend der HER-2-positiven Patienten zu einem langeren Gesamtiiberleben in
der primadr operierten Patientengruppe und in dem intensiviert vorbehandelten

Patientenkollektiv erkennbar (s. Abbildung 19).
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Abbildung 19: Therapieschemata in Abhdngigkeit des HER-2-Status und Korrelation mit
dem DFS

Sowohl das primar operierte Patientenkollektiv als auch das intensiviert vorbehandelte Patientenkollektiv weist
bei HER-2-positiven Patienten einen deutlichen Trend zu einem erhdhten Gesamtiberleben auf.
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Tumorspezifisches Gesamtiiberleben

Berucksichtigt man das Nachsorgeintervall von fiinf Jahren, ldsst sich ein signifikanter
Unterschied darstellen (p=0.03). Das krankheitsspezifische 5-Jahres-Uberleben betrug bei
HER-2-positiven Patienten 96% und liegt damit signifikant hoher als das Gesamtiiberleben

von 80% bei HER-2-negativen Patienten (s. Abbildung 20).
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Abbildung 20: Tumorspezifisches 5-Jahres-Uberleben (n=225)

Wahrend die Korrelation des HER-2-Status mit dem CSS in einem Intervall von 150 Monaten keine Signifikanz
zeigt, ist hier in einem 5-Jahres-Verlauf ein signifikanter Unterschied darstellbar (p=0.03). Das Kollektiv der
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HER-2-positiven Patienten zeigt mit 96% ein deutlich verlingertes tumorspezifisches 5-Jahres-Uberleben als das
Subkollektiv der HER-2-negativen Patienten mit 80%.

Korreliert man nun den HER-2-Status mit dem CSS Uber ein Beobachtungsintervall von 150
Monaten, ergibt sich kein signifikanter Unterschied (p=0.1). Allerdings liegt eine Follow-Up-
Zeit von Uber 90 Monaten auch nur fir 12% der Patienten (n=27) vor (s. Abbildung 21).
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Abbildung 21: Tumorspezifisches 12.5-Jahres-Uberleben (n=225)

Die Abbildung zeigt die Korrelation des HER-2-Status aus Resektaten mit dem tumorspezifischen Uberleben in
einem Langzeitverlauf von 150 Monaten. Es ist kein signifikanter Unterschied (p=0.1) feststellbar.
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3.9 Subgruppenanalyse: Korrelation des HER-2-Status mit dem DFS und CSS
unter Beriicksichtigung des Nodalstatus

Um das prognostische Potenzial von HER-2 weiter zu untersuchen, erfolgten
Subgruppenanalysen mit Berlicksichtigung des postoperativ histologisch erhobenem
Nodalstatus. Das Gesamtkollektiv wurde in zwei Patientengruppen unterteilt, bei denen
entweder ein negativer Nodalstatus (n=137) oder ein positiver Nodalstatus (n=87)
nachgewiesen werden konnte. Die HER-2-Expression wurde mit dem DFS und CSS fir die
Subgruppen korreliert und das Ergebnis in Kaplan-Meier-Kurven dargestellt (s. Abbildung
22).
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Abbildung 22: Subgruppenanalyse

Die Abbildung zeigt Patienten-Subgruppen unter Beriicksichtigung des Nodalstatus (137 Patienten waren
postoperativ Nodal-negativ, 87 Nodal-positiv). Die HER-2-positiven Patienten zeigen zum Teil einen deutlichen
Trend zu einem glinstigeren Krankheitsverlauf vor allem im 5-Jahres-Nachbeobachtungsintervall.
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Alle vier Kurven zeigten in dem Beobachtungsintervall von 10 Jahren keine signifikante
Unterschiede im tumorfreien oder tumorspezifischen Gesamtiiberleben in Abhangigkeit von
dem HER-2-Status (Cox-Regressionsanalysen p<0.05).

Interessanterweise ist ein Trend zu einem verbesserten Gesamtiiberleben (DFS und CSS) bei
HER-2-positiven Patienten sowohl bei negativem als auch positivem Nodalstatus erkennbar.
Das Vorhandensein von lokoregiondaren LK-Metastasen ist in der Regel mit einer erhéhten
Wahrscheinlichkeit eines Lokalrezidivs sowie Fernmetastasen und damit einem schlechteren
Krankheitsverlauf assoziiert. Die Kurven der HER-2-negativen Patienten mit positivem LK-
Status zeigen diesen Verlauf. Das tumorfreie 5-Jahres-Uberleben der Nodal-positiven und
HER-2-negativen Patienten betragt ca. 50% versus ca. 70% der Nodal-negativen Patienten

mit fehlender HER-2-Expression.
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3.10 Univariate und multivariate Analysen

Zur Uberpriifung, ob die HER-2-Expression einen unabhingigen prognostischen Faktor
darstellen kann, wurden univariate und multivariate Analysen mit dem Cox-
Regressionsmodell unter Berlicksichtigung der Parameter HER-2-Status, (y)pT-Status, (y)pN-
Status, Resektions-Status und Therapieregime (keine neoadjuvante Therapie, RCT mit 5-FU
und Oxaliplatin) fiir jeweils das tumorfreie und tumorspezifische Uberleben durchgefiihrt (s.

Tabelle 13).

Auf Grund der vorhandenen Uberlebensdaten von nicht mehr als 12% (n=27) nach einem
Nachsorgeintervall von Uber 150 Monaten ldsst sich in diesem Zeitraum keine sinnvolle
Aussage machen (s. Kapitel 3.8.2). Die multivariaten Analysen fiir den Zeitraum von bis zu 80
Monaten identifizieren sowohl den HER-2-Status (p=0.02039) als auch den (y)pN-Status
(p<0.00001) sowie den Resektions-Status (p=0.0109) als unabhangige Prognosefaktoren fir

das tumorspezifische Gesamtiiberleben.

Tabelle 13: Univariate und multivariate Analysen (Beobachtungsintervall 80 Monate)

Hazard ) L R
Ratio (HR) 95%- Konfidenz-Intervall | p-univariat* | p-multivariat*

Parameter DES
HER-2-Status 0.546 0.290 1.029 0.11 0.062
(y)pT-Status 1.327 0.915 1.924 0.002 0.136
(y)pN-Status 1.736 1.257 2.399 0.00002 0.0008
Resektions-Status 2.423 1.246 4.711 0.008 0.009
Keine neoadjuvante Therapie 0.758 0.333 1.727 0.75 0.51
RCT (5-FU + Oxaliplatin) 1.507 0.853 2.660 0.754 0.158
Parameter CSS
HER-2-Status 0.242 0.073 0.803 0.044 0.02
(y)pT-Status 1.399 0.824 2.375 0.0063 0.214
(y)pN-Status 2.744 1.754 4.292 <0.00001 < 0.00001
Resektions-Status 2.932 1.282 6.709 0.007 0.011
Keine neoadjuvante Therapie 0.781 0.224 2.724 0.086 0.699
RCT (5-FU + Oxaliplatin) 1.325 0.578 3.038 0.093 0.506

*p-multivariat und p-univariat wurden mit dem Chi-Quadrat-Test berechnet
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4 Diskussion

HER-2 oder HER-2/neu ist ein Transmembranrezeptor und Mitglied der Familie der
epidermalen Wachstumsfaktoren. Als therapeutisches Target ist der Rezeptor in einer
Vielzahl von unterschiedlichen Tumorentitaten exprimiert und besonders seit 2000 im
Mammakarzinom und aktuell auch im Magenkarzinom (Zulassung im metastasierten

Stadium 2010) als prognostischer Biomarker bekannt.

Wie bereits in der aktuellen Publikation der vorliegenden Studie dargestellt (Conradi und
Styczen et al. 2012), wurden in der Arbeit insgesamt 264 Patienten und korrespondierendes
Biomaterial aus pratherapeutischen Biopsien und Resektaten untersucht. Die Studie ist die
bis dato einzige Analyse von HER-2 im lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom (Stadium
cUICC-II und -lll), die zur Charakterisierung des HER-2-Status sowohl die IHC als auch die ISH

analog zu den Kriterien des Magenkarzinoms verwendet.

4.1 Expressions- und Genamplifikationsmuster von HER-2 beim
Rektumkarzinom

Fiir die Bestimmung der Expressions- und Genamplifikationslevel von HER-2 waren 169
pratherapeutische Biopsien und 225 Rektumkarzinomresektate fiir die Farbung mittels IHC
und ISH zuganglich. Die Auswertung erfolgte mittels eines Scores, der bereits in der groRen,
multizentrischen und randomisierten ToGA-Studie flir Adenokarzinome des Magens und
Karzinome des gastrodsophagealen Ubergangs angewandt wurde und sich damit fir
Karzinome des Gastrointenstinaltraktes etabliert hat.

Die Ergebnisse zeigten einen positiven HER-2-Rezeptorstatus von 12.4% in den analysierten
Biopsien und 26.7 % in den Rektumresektaten. Interessanterweise lag die Positivitatsrate bei
primar operierten Patienten in den Resektaten (n=40) mit 45% deutlich hoher als bei den
neoadjuvant therapierten Patienten (23%; n=185). Wahrend in den Biopsien ein positiver
HER-2-Status von 21% (n=52) in dem Patientenkollektiv nach intensivierter Vorbehandlung
(RCT mit 5-FU und Oxaliplatin) nachgewiesen werden konnte, lag ein positiver HER-2-Status

in dem primar operierten Patientenkollektiv bei nur 14% (n=3) vor.
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Diese Ergebnisse decken sich zum Teil mit anderen Studien, bei denen jedoch zu HER-2 im
Rektumkarzinom bislang nur die IHC als Methodik Anwendung gefunden hat. Unter der
alleinigen Anwendung der IHC ohne den hier verwendeten Score ergeben sich neben einer
variablen Detektion von HER-2 sehr heterogene Resultate, sodass auf Grund der Methodik

und des verwendeten Auswertungs-Algorithmus kein direkter Vergleich moglich ist.

Drebber et al. (2011) detektierten eine HER-2-Uberexpression von 27% (Score 2 und 3) in
den Biopsien (membrandse Farbung) aus einem Kollektiv von insgesamt 54 Patienten mit
primarem Rektumkarzinom, welche mit einer neoadjuvanten RCT behandelt wurden. Dabei
wurde neben der membrandsen Farbung auch die zytoplasmatische Farbung von HER-2 im
Tumor miteinbezogen und beurteilt. Auf eine Detektion des HER-2-Genstatus wurde

verzichtet.

Andere Untersuchungen an Rektumkarzinomen zeigen eine groRe Spannweite der HER-2-
Positivitdat von 10% bis 38% (Kluftinger et al. 1992; Liming et al. 2011). Diese Differenz ist
ebenfalls auf die unterschiedliche Methode fiir IHC, Antikdrper und Scoring-Kriterien zur

Charakterisierung des HER-2-Status zurlickzuflihren.

Weiterhin zeigt die IHC-Auswertung, dass die HER-2-Expression im Rektumkarzinom (in den
Biopsien und in den Rektumkarzinomresektaten) der Expression beim Magenkarzinom
ahnelt. Insbesondere die Heterogenitat oder fokale Auspragung des HER-2-Proteins im
Rektumkarzinom ldsst sich im intestinalen Typ des Magenkarzinoms beobachten (Rischoff
et al. 2010). Zusammenfassend empfiehlt es sich also, bei der IHC-Auswertung in

Rektumkarzinomen oder KRK die HER-2-Test-Richtlinien des Magenkarzinoms anzuwenden.

66



Diskussion

HER-2-Positivitat in Subgruppen

Die hohe HER-2-Expression, gemessen in den Resektaten, in der Gruppe der primar
Operierten (45%, n=40) versus die HER-2-Expression des vorbehandelten Kollektivs (23%,
n=185) ist ein interessantes Resultat dieser Studie. Es ware wiinschenswert, weitere Studien
durchzufiihren, um dieses Ergebnis zu tGberprifen. In weiteren Untersuchungen ist zu zeigen,
ob dieser signifikante Unterschied zum einen auf eine mogliche Downregulation von HER-2
durch die neoadjuvante multimodale Chemo- und Radiotherapie zurilickzuflihren ist oder
zum anderen auf eine RCT-induzierte Tumorregression. Unter Zunahme der
Tumorregression in den Rektumresektaten vorbehandelter Patienten kénnte die Zellanzahl,
die fir eine suffiziente Auswertung des HER-2-Status notwendig ist (= 10% der

Karzinomzellen mit positiver Membranfarbung), nicht ausreichend sein.

Die Annahme, dass die neoadjuvante RCT fiir eine Downregulation von HER-2 verantwortlich
sein kann, wird dadurch bestarkt, dass entgegen dem Befund in der pratherapeutischen
Biopsie mit einem positivem HER-2-Status im korrespondierenden Rektumkarzinomresektat
ein negativer HER-2-Status bei insgesamt 6 Patienten (5%) zu verzeichnen war. Diese
Patienten wurden ausnahmslos mit einer RCT behandelt. Eine solche RCT-induzierte
mutmaRliche Downregulation von HER-2 ist bereits beim Mammakarzinom in mehreren
Studien beschrieben worden (Piper et al. 2004; Pedrini et al. 2011; Skalova et al. 2011).
Ergebnisse von Pedrini et al. (2011) zeigten eine Anderung der HER-2-Expression zu einem
negativen HER-2-Status bei 18% der Patientinnen (n=90) mit Mammakarzinom nach
applizierter neoadjuvanter CTx (Doxorubicin und Cycloposphamid). Die Funktionsweise

dieses Mechanismus auf molekularer Ebene ist jedoch bislang nicht ausreichend geklart.

Ein weiterer Hinweis auf eine mutmaRliche Downregulation von HER-2 kdnnte eine erhéhte
HER-2-Expression in den praoperativen Biopsien versus die Resektate der vorbehandelten
Kohorte sein. Dies ist in den hier dargestellten Ergebnissen nicht der Fall (s. Tabelle 10) und
mag auf die Heterogenitat der HER-2-Farbung in der IHC zuriickzufiihren sein (s. Kapitel 3.6),

sodass eine Biopsie eines Patienten fiir die Detektion des HER-2-Status nicht ausreichend ist.
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Demgegeniiber steht die These, dass die RCT-induzierte Tumorregression zu einer Abnahme
der Expression in den Resektaten resultiert: Die neoadjuvante Therapie hat zu einer
deutlichen Tumorregression (52% TRG 3 und 8% TRG 4 in Kollektiv B; 63% TRG 3 und 8% TRG
4 in Kollektiv C) in Rektumkarzinomresektaten gefiihrt. Dadurch konnte ein T-Level-
Downsizing bei insgesamt 96 Patienten (44%) und ein UICC-Downstaging bei insgesamt 115
Patienten (53%) des neoadjuvant behandelten Subkollektivs erreicht werden. Auch der
Tumorregressionsgrad in der Unterteilung nach dem HER-2-Status zeigte eine deutliche
Regression des Tumors bei 53% der HER-2-negativen Patienten versus 37% der HER-2-
positiven Patienten. Eine modgliche Ursache liegt in der zum Teil sehr ausgepragten
Tumorregression nach neoadjuvanter RCT. In Prdparaten, die nur noch wenige vitale
Tumorzellen enthalten, ist HER-2 bei der beobachteten Heterogenitat des
Expressionsmusters dann unter Umstanden seltener zu detektieren und die Rate HER-2

positiver Falle geringer.

Zusammenfassend lasst sich nur vermuten, welcher Mechanismus zu der signifikant héheren
HER-2-Positivitdit der nicht-vorbehandelten Gruppe fihrt. Die Tatsache, dass eine
Downregulation von HER-2 in anderen Tumorentitaten beschrieben ist und intensiv an dem
molekular-genetischem Mechanismus der Interaktion von HER-2 mit Chemotherapeutika
geforscht wird (Bertotti et al. 2011; Spears et al. 2012; Hubalek et al. 2010), lasst die

Bedeutung von HER-2 im Rahmen multimodaler Therapiestrategien erahnen.

4.2 HER-2 als histopathologischer Biomarker

HER-2 kann auf Grund der hohen Positivitatsrate in intratumoralen Prdparaten auch im

Rektumkarzinom als histopathologischer Biomarker angewandt werden.

Eine einzelne pratherapeutische Biopsie eines Patienten reicht fiir die Diagnosestellung des
HER-2-Status jedoch nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht aus. Dies zeigte sich
durch das Ergebnis bei dem Vergleich des HER-2-Status der Biopsie mit dem korrespondieren
Resektat, in dem in einem Flinftel der Falle die Biopsie negativ und das korrespondierende
Resektat HER-2-positiv befundet wurden. Bei der Bestimmung des HER-2-Status beim
Magenkarzinom gilt die Empfehlung zur Entnahme und Testung von 6-8 Biopsien, um ein

verlassliches Ergebnis zu erzielen (Rischoff et al. 2010).
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Auf Grund der ahnlichen Farbeeigenschaften und Expression von HER-2 im Magenkarzinom
und Rektumkarzinom muss dies vermutlich auch fir Probenentnahmen des
Rektumkarzinoms empfohlen werden. Die Auswertung des HER-2-Status aus dem

residuellen _Tumor sollte jedoch ebenfalls erfolgen, um eine zeitnahe postoperative

Revalidierung des HER-2-Status unter Einschluss kliniko-pathologischer Parameter
durchzufiihren. Der postoperative HER-2-Status konnte somit zur Stratifizierung/Adaptation
der adjuvanten Therapie flihren; insbesondere bei Patienten, die HER-2-positiv und Nodal-
positiv sind (s. Kapitel 4.5). Das Resektat bietet im Vergleich zu einer Biopsie hinsichtlich der
Tumormasse gentigend Material fiir eine Farbung und eine valide Auswertung. Die
immunhistochemische Untersuchung ist ein kosteneffizientes Verfahren, welches nach
Farbung der Praparate in kiirzester Zeit auswertbar ist. Mit Hilfe der "magnification rule"
(oder "Objektivregel"; s. Kapitel 2.8.3) und dem verwendeten Algorithmus lasst sich der HER-
2-Status uneingeschrankt objektiv und reproduzierbar ermitteln. Die Regelung des
Testalgorithmus beim Magenkarzinom, bei 2.5-facher und 5-facher VergréBerung den IHC
Score 3+ zu werten (Bang et al. 2010; Rischoff et al. 2010), wurde in dieser Studie

dahingehend modifiziert, dass IHC 3+ nur bei einer 2.5-fachen VergréRerung eine sichere

Klassifizierung des HER-2-positiven Status aus der IHC allein zuldsst. MittelmaRig bis starke
Farbeintensitaten in 5-facher Vergroflerung kénnen in Abhdngigkeit von der Qualitat des
verwendeten Lichtmikroskops zu falsch-positiven Resultaten fiihren, sodass diese -
zusammen mit Farbeintensitaten in 10- bis 20-facher VergrofRerung - als IHC 2+ zu werten
sind. Es ist nachgewiesen, dass die Proteinexpression von HER-2 vor allem durch einen
gesteigerten Gen-Polymorphismus verursacht wird (Hynes und Stern 1994; Hung et al.
1986), sodass die ISH fiir die Beurteilung dieser grenzwertigen IHC-Befunde (IHC 2) obligat zu
sein scheint. Dabei ist die FISH, welche besonders beim Mammakarzinom Anwendung

gefunden hat, der chromogen-basierten ISH (CISH) dquivalent (Akhdar et al. 2011).

In der Literatur sind alternative Methoden zur Detektion des HER-2-Status beschrieben
worden. Dazu gehort die Bestimmung der extrazellularen Domane von HER-2 im Serum und
die quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (Q-RT-PCR). Resultate
aus Analysen beim Mammakarzinom zeigten eine hohe Korrelation des Serumlevels mit dem

bekannten IHC/FISH-Test. Diese Methodik jedoch birgt vielmehr einen therapeutischen
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Nutzen und ein Therapie-Monitoring als die Funktion eines diagnostischen Markers (Kuroda

et al. 2010; Molina et al. 2012).

Die PCR (Polymerase Chain Reaction) konnte in Studien beim Mammakarzinom eine
verlassliche, schnelle und kostengiinstige Alternative mit hoher Konkordanz zu den IHC/FISH
Resultaten aufzeigen (Cuadros et al. 2010; Barberis et al. 2008; Rosa et al. 2009; Kulka et al.
2006). In der klinischen Routine hat sie sich jedoch bisher nicht wie die IHC/FISH oder die
derzeit vermehrt in Einsatz tretende CISH (chromogenic-in-situ-hybridization) etablieren
konnen und wird nur experimentell und zu Forschungszwecken angewandt. Auf Grund der
Notwendigkeit von tief gekihlten Praparaten und Mikrodissektions-Prozeduren zur
Ermittlung des HER-2-Genstatus mittels PCR wird vermutlich auch in Zukunft die seit Jahren
in der Routine beim Mamma- und Magenkarzinom etablierte Methodik der IHC und CISH
Bestand haben. Somit erscheint die IHC/CISH auch beim Rektumkarzinom die Methodik der

Wahl zur Detektion des HER-2-Status zu sein.

4.3 Prognostische Relevanz der HER-2-Uberexpression und HER-2-
Genamplifikation hinsichtlich des Gesamtiiberlebens

Die Resultate in der vorliegenden Studie konnten einen signifikanten Vorteil fiir HER-2-
positive Patienten - gemessen in Rektumkarzinomresektaten - im CSS nachweisen (5-Jahres-
Uberleben bei HER-2-positiven Patienten 96% versus 80% bei HER-2-negativen Patienten;
p=0.03). Die Korrelation der pratherapeutischen Biopsien mit dem CSS und DFS sowie
Korrelationen des HER-2-Expressionslevels mit weiteren kliniko-pathologischen Parametern
wie TRG, UICC-Stadium und Nodalstatus ergaben keinen Zusammenhang. Jedoch konnten
multivariate Analysen unter Bericksichtigung von pT-Status, pN-Status, Resektions-Status
und Behandlungsschema (keine neoadjuvante Therapie und neoadjuvant 5-FU+RT) HER-2 als

unabhangigen prognostischen Faktor identifizieren (p=0.02).

Prognostische Daten der HER-2-Proteinexpression und -Genamplifikation sind speziell beim
Rektumkarzinom widersprichlich. Wahrend Drebber et al. (2011) ebenfalls eine
membrandse HER-2-Positivitat in Rektumkarzinom-Proben nachweisen konnten, ergab nur

die Korrelation der zytoplasmatisch gemessenen HER-2-Expression einen signifikanten

Uberlebensvorteil (p=0.023).
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Dieses Resultat kann nur als statistische Korrelation ohne kausalen Zusammenhang erklart
werden, da nach den standardisierten Hercep-Test-Richtlinien und FDA-genehmigten
Scoring-System (Graziano 1998) nur eine immunhistochemisch nachgewiesene membrandse

Farbung die Klassifikation des HER-2-Status zuldsst.

Park et al. (2007) konnten HER-2 ebenfalls als unabhadngigen prognostischen Faktor
detektieren. Patienten (N=137) mit KRK und hoher HER-2-Expression zeigten eine signifikant
hohere postoperative Rezidivrate (p=0.013) und eine signifikant verkiirzte Uberlebenszeit
nach 5 Jahren (55.1% vs. 78.3%; p<0.05). Hierbei muss jedoch berlicksichtigt werden, dass es
sich bei Kolon- und Rektumkarzinomen um verschiedene Tumorentitdten handelt und diese

moglicherweise nicht direkt verglichen werden dirfen (Hong et al. 2012).

Weitere Untersuchungen zum KRK oder speziell zum Rektumkarzinom sind in ihrer Anzahl
limitiert und beziglich der Methodik sehr heterogen. Insgesamt zeigten diese Resultate
keine Assoziation des HER-2-Status mit kliniko-pathologischen Parametern oder dem
Uberleben (Kluftinger et al. 1992; Kruszewski et al. 2010; Marx et al. 2010; Liming et al.
2011).

4.4 Vergleich des prognostischen Potentials von HER-2 in weiteren
Tumorentitdten

HER-2 ist als Wachstumsfaktor in der Regulation und Kontrolle von Zellprozessen
(Zellwachstum, Differenzierung und Zellmigration) sowie an der Entstehung und Progression

von verschiedenen Tumorentitaten beteiligt (Slamon et al. 1989).

Speziell beim Mamma- und Magenkarzinom ist die HER-2-Uberexpression mit einem
progressiveren Krankheitsverlauf und einer schlechteren Prognose assoziiert (Dowsett et al.
2009; Gravalos und Jimeno 2008). Auch in der bisherigen Studienlage zum Pankreaskarzinom
zeigt sich eine HER-2-Positivitatsvarianz von 16-69% (Lei et al. 1995; Koka et al. 2002; Saxby
et al. 2005). Auch hier ist HER-2 als prognostischer Biomarker identifiziert worden, der bei
Uberexpression mit einer verkiirzten Uberlebenszeit signifikant korreliert (Komoto et al.

2009; Lei et al. 1995; Yamanaka et al. 1993).
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Die Ergebnisse stehen teilweise im Widerspruch zu dieser Arbeit. Obwohl es bislang keinerlei
Aufschluss Uber den zugrundeliegenden Mechanismus fiir das verbesserte klinische Outcome
der HER-2-positiven Patienten gibt, finden sich dennoch Studien, die vergleichbare

Ergebnisse auch in anderen Tumorentitdten beobachtet haben.

In einer aktuellen Studie zur Erforschung von HER-2 im kurativ resezierten Adenokarzinom
des Osophagus (N=713) wurden die Patienten mittels IHC und FISH analog der Klassifikation
untersucht, die bereits in der ToGA-Studie etabliert und auch in dieser Studie beim
Rektumkarzinom verwendet wurde (Yoon et al. 2012). Dabei zeigte sich eine HER-2-
Positivatsrate von insgesamt 17%. Weiterhin korrelierte der positive HER-2-Status aus AEG
mit anliegendem Barett-Osophagus mit einem signifikant verbesserten DFS (p=0.0067) und
OS (p=0.002). HER-2-positive Patienten zeigten mit 35% ein signifikant besseres 5-Jahres-
Gesamtiiberleben als HER-2-negative Patienten (26% OS; p=0.024).

Ahnliche Beobachtungen zeigen Daten aus der ToGA-Studie beim lokal fortgeschrittenen
Magenkarzinom (Bang et al. 2010). Patienten mit starker HER-2-Expression (IHC 3+/IHC 2+
und FISH-positiv), die mit alleiniger CTx (ohne Trastuzumab) therapiert wurden, zeigten in
post-hoc-Analysen ein deutlich besseres OS als Patienten mit geringer HER-2-Expression
(medianes Gesamtiiberleben 11.8 Monate versus 8.7 Monate). In der Literatur findet sich
ebenfalls beim Mammakarzinom ein nachgewiesener prognostischer Benefit fir HER-2-
positive Patienten (Alexe et al. 2007). In Nodal-negativen und HER-2-positiven
Mammakarzinomen wurde ein Subtyp identifiziert, welcher mit einer Uberexpression von
lymphozytar-assoziierten Genen und damit einhergehender histologischer
Immunzellinfiltration assoziiert war und eine erhebliche Verbesserung der Prognose
aufzeigen konnte (p=0.01; 89% Metastasen-freies Uberleben des Subtyps mit lymphozytiren
Infiltraten versus 42% Metastasen-freies Uberleben der HER-2-positiven Fille ohne
Immunzellinfiltration). Interessanterweise sprach dieser Subtyp exzellent mit einer hohen
Rate an kompletter pathologischer Remission des Tumors auf die neoadjuvante Behandlung
mit Trastuzumab an (Alexe et al. 2007; Pupa et al. 1996). Die Anwesenheit der spezifischen
Immuninfiltrate und Assoziation mit besserer Prognose ist unter anderem auch in KRK
beschrieben worden (Pages et al. 2005; Galon et al. 2006). Auch im Rektumkarzinom kann
moglicherweise fiir Patienten, sofern cNO und HER-2-positiv, die neoadjuvante RCT mit
additiver Gabe von Trastuzumab zu einer erhéhten pCR-Rate fiihren.
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Die Interaktion des HER-2-Gens mit der Biologie von Tumorzellen, einschlieRlich des
Einflusses auf die lymphozytar-assoziierten Gene und inflammatorischen Signalzytokine, ist
bislang nicht ausreichend erforscht und stellt nur eine moégliche Erklarung fir das Resultat
des verbesserten Uberlebens der HER-2-positiven Patienten dar. Inwieweit dieser
Mechanismus auch im Rektumkarzinom detektiert werden kann, muss in weiteren Studien

mit héheren Fallzahlen und additiver Methodik zur Gensequenzierung analysiert werden.

4.5 Anti-HER-2-Therapien: klinische Relevanz und Ausblick

Anti-HER-2-Substanzen sind bereits in der Behandlung des metastasierten
Mammakarzinoms, des metastasierten Magenkarzinoms und Karzinoms des
gastrodsophagealen Ubergangs von der FDA zugelassen und in der klinischen Routine
etabliert. Anti-HER-2-Antikorper wie beispielsweise Trastuzumab (Herceptin), der gegen die
extrazellulare Domane des Transmembranrezeptors HER-2 gerichtet ist (Hudis 2007), zeigte
in bisherigen Studien ein exzellentes Ansprechen auf HER-2-positive Mamma- und
Magenkarzinome mit einem signifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber HER-2-positiven
Patienten mit alleiniger CTx (Piccart-Gebhart et al. 2005; Romond et al. 2005; Bang et al.
2010), sowie den Vorteil einer Kosten-Effizienz (Shiroiwa et al. 2011) mit relativ geringer

Therapie-assoziierter Toxizitat (Bang et al. 2010; Fujimoto-Ouchi et al. 2007).

Die Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren, zu deren Mitgliedern der HER-2-Rezeptor
zahlt, und ihre nachgeschalteten Signalwege sind in die Karzinogenese und Progression des
KRK involviert (Spano et al. 2005) und bei EGFR-Uberexpression mit einem schlechteren

Gesamtiiberleben assoziiert (Resnick 2004).

Anti-EGFR-Antikorper (unter anderem Cetuximab) werden bereits seit 2004 (FDA-Zulassung)
in der Klinik zur individualisierten Behandlung des metastasierten kolorektalen Karzinoms
(mKRK), welches EGFR-Rezeptoren exprimiert und auf eine vorherige Irinotecan-haltige
Therapie nicht anspricht, eingesetzt (Cunningham et al. 2004). Nachfolgende Studien haben
Cetuximab-resistente KRK untersucht, die in einer Mehrzahl der Falle mit einer Mutation des
KRAS-Gens einhergingen. Die Mutation ist mit einer nachweislichen Aktivierung der EGFR-

Signaltransduktionswege assoziiert (Lievre et al. 2008; Van Cutsem et al. 2009).
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Interessanterweise konnte in einer kiirzlich veréffentlichen Studie die HER-2-Uberexpression
und -Genamplifikation im Tiermodell (mit Xenopatients) als negative Determinante neben
der KRAS-Mutation fiir das Ansprechen auf Anti-EGFR-Antikérper im mKRK identifiziert
werden (Bertotti et al. 2011). Bei 13.6% Patienten mit einem Cetuximab-resistenten mKRK,
das keine KRAS-Mutation aufwies (KRAS-Wildtyp), fand sich demnach eine HER-2-
Genamplifikation. Weiterhin untersuchte diese Studie an Hand von Xenografts (reseziertes
Material aus Lebermetastasen von Patienten mit mKRK) und Implantation dieser in Mause
(Xenopatients) die Bedeutung von HER-2 als Target fiir Anti-HER-2-Therapien. Insbesondere

sollte dabei geklart werden, ob eine HER-2-Blockade die Sensitivitat fir Anti-EGFR-Therapien

wiederherstellen kénnte. Dazu wurden die Cetuximab-resistenten KRK der Xenopatients
mittels verschiedener Konstellationen mit Inhibitoren von HER-2 und EGFR (Lapatinib,
Cetuximab, Pertuzumab) behandelt. Lapatinib reprasentiert die Gruppe der Tyrosinkinase-
Inhibitoren (TKIs) und bindet selektiv an HER-2 und EGFR. Pertuzumab ist wie auch
Cetuximab ein monoklonaler Antikorper, der die Interaktion der Heterodimerisierung
zwischen HER-2 und anderen EGFR stort (beispielsweise HER-3). Es zeigte sich, dass die
Subtypen mit der Kombinationstherapie aus Lapatinib und Pertuzumab sowie Lapatinib und
Cetuximab eine siginifikante Tumorreduktion (-75% bei Pertuzumab und Lapatinib; -41% bei
Cetuximab und Lapatinib) und einen stabilen Krankheitsverlauf erzielten im Gegensatz zur

alleinigen Therapie mit Lapatinib oder alleinigen Therapie mit Pertuzumab.

Demnach bestatigte sich die Vermutung, dass HER-2 ein positiver Biomarker fir das
Ansprechen einer Anti-HER-2-Therapie ist und duale Anti-HER-2- und Anti-EGFR-Substanzen

(Lapatinib und Pertuzumab) zu einer Tumorregression fiihren kénnen.

Es lasst sich nun diskutieren, ob diese positiven Resultate der Studie mit Xenopatienten
unmittelbar auf ein klinisches Setting Gbertragbar sind. Unabhangig von diesen Resultaten
waren weitere Analysen (Yonesaka et al. 2011) und eine klinische Phase-II-Studie ebenfalls
mit den vorgestellten Resultaten konsistent: DUX-Studie (Weickhardt et al. 2012).
Weickhardt et al. (2012) konnten nachweisen, dass die duale Inhibition von EGFR mit
Cetuximab und Erlotinib (TKI dhnlich dem Laptinib) im mKRK die Ansprechrate und das
Uberleben nicht nur deutlich verldngert (31% und 12.1 Monate OS retrospektiv), sondern
sogar das Progression-free-survival ("Progressions-freie-Zeit") im Vergleich zu Therapien mit
alleiniger Behandlung mit Cetuximab verdoppelt (Jonker et al. 2007; Karapetis et al. 2008).
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Bei Tumoren mit dem KRAS-Wildtyp zeigte sich eine noch gesteigerte Ansprechrate von 41%

und ein OS von 12.9 Monaten.

HER-2 und die duale Blockade von HER-2/EGFR sind demnach wichtige Angriffspunkte in der
individualisierten Therapie von mKRK. Es gilt zu klaren, inwieweit diese Ergebnisse aus den
Studien des mKRK auch speziell fir das (lokal fortgeschrittene) Rektumkarzinom tbertragen

werden konnen.

Uberdies stellt sich die Frage, ob Patienten mit HER-2-Expression und -Genamplifikation im
Rektumkarzinom, die in dieser vorliegenden Arbeit ein signifikant verbessertes Uberleben
zeigten, auf eine Anti-HER-2-Therapie beispielsweise mit Trastuzumab (wie bei der
Behandlung des Mamma- oder Magenkarzinoms) oder mit der Kombinationstherapie aus
Anti-EGFR/HER-2-Antikérpern profitieren kénnten. Aus den Resultaten der bisherigen

Literatur ist die Tendenz zu einem noch glinstigeren Langzeitiberleben durchaus denkbar.

Besonders kénnten dabei HER-2-positive Patienten profitieren, die bereits einen positiven
Lymphknotenbefall aufweisen. Nodal-positive Patienten haben im Vergleich zu Nodal-
negativen Patienten ein signifikant schlechteres tumorfreies Uberleben (Gaedcke und
Liersch et al. 2011). Innerhalb der Subpopulation der Patienten mit LK-Metastasen zeigt auch
die vorliegende Arbeit, dass die HER-2-positiven Patienten im Vergleich zu den HER-2-
negativen Patienten einen Trend zu einem glnstigeren Krankheitsverlauf, insbesondere im
5-Jahres-Nachbeobachtungsintervall aufweisen (CSS: ca. 90% HER-2-positiv versus ca. 70%
HER-2-negativ; DFS: ca. 65% HER-2-positiv versus ca. 50% HER-2-negativ). Somit konnte die
Hypothese aufgestellt werden, dass flir HER-2-positive und Nodal-positive Patienten nach
einer adjuvanten CTx unter additiver Gabe von Trastuzumab das Risiko fiir die Entwicklung
von Tumorrezidiven gesenkt werden kdnnte. Dies misste im Rahmen klinischer Studien

Uberprift werden.

Zusammenfassend zeigen die hier vorgestellten Resultate ein interessantes klinisches
Potential von HER-2 und Anti-HER-2-Therapien. Zukiinftig bedarf es prospektiv,
randomisierter klinischer Studien, die Anti-HER-2-Substanzen wie Trastuzumab im lokal
fortgeschrittenem Rektumkarzinom oder auch kombinierte Antikorper wie Cetuximab und

Erlotinib (oder Lapatinib) zunachst bei Patienten in palliativer Intention untersuchen.
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4.6 Tumorbiologie von HER-2 und EGFR

Die Untersuchung der Interaktion von HER-2 und anderen EGFR, speziell mit dem
Wachstumsfaktor HER-3, ist Gegenstand aktueller Forschung.

HER-3 konnte in verschiedenen Tumorentitdten wie dem Ovarialkarzinom (Tanner B et al.
2006), im Melanom (Reschke et al. 2008), im Bronchialkarzinom (Sithanandam et al. 2005),
einschlielllich dem KRK (Beji et al. 2012) als prognostischer Marker fir ein reduziertes

Uberleben identifiziert werden.

In Studien zur molekularen Analyse der EGFR-Signalwege im Mammakarzinom konnte die
Heterodimerisierung von HER-2/HER-3 als einer der potentesten mitogenen Komplexe
detektiert werden, der zu einer malignen Zelltransformation fihrt (Van der Horst et al.
2005). Ebenfalls postulieren weitere Autoren (Yonesaka et al. 2011; Laurent-Puig et al.
2012), dass die Inhibition dieser HER-2/HER-3-Heterodimerisierung durch TKI wie Lapatinib

die Sensitivitat einer Anti-EGFR-Therapie in vitro und in vivo wiederherstellen kann.

Somit ist neben der beschriebenen HER-2-Genamplifikation in Cetuximab-resistenten mKRK
(Bertotti et al. 2011) auch die Hochregulation des HER-3-Liganden Heregulin ein
Mechanismus, der zu einer Resistenz gegen eine Anti-EGFR-Therapie fiihren kann (Laurent-
Puig et al. 2012). Weiterhin konnten Sergina et al. (2007) bei HER-2-Uberexprimierenden
Mammakarzinomen nachweisen, dass nach alleiniger Behandlung mit einem TKI die HER-3-
Expression kompensatorisch anstieg mit einer nachfolgenden Aktivierung der

Signaltransduktionswege.

Zusammenfassend zeigen die hier vorgestellten Daten, dass die separate Betrachtung des
Biomarkers HER-2 nicht ausreichend ist. Die Analyse der Interaktion von HER-2 mit HER-3
und weiteren Mitgliedern der EGFR-Familie sowie die synergistische Blockade der
induzierten Signalwege ist notwendig, um fir den individuellen Patienten einen optimalen
therapeutischen Benefit zu erzielen. Mittels verschiedener, simultan eingesetzter Antikérper

konnte das Auftreten von Resistenzen gegen einzelne Antikorper limitiert werden.
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5 Zusammenfassung

Die Implementierung von multimodalen Behandlungsregimen, insbesondere der
neoadjuvanten RCT, hat signifikant zu einer Reduktion der Lokalrezidivrate und
Verbesserung der Prognose von Patienten mit lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom
(culcC n/m) gefihrt. Laufende klinische Studien richten ihren Fokus neben der
Intensivierung der Therapie auch auf die ldentifikation pradiktiver und prognostischer
Biomarker sowie auf die Evaluation potenzieller neuer Therapie-Targets. In diesem Kontext
wurde der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor HER-2 (Mitglied der EGFR-Familie)
untersucht, dessen Rolle im (lokal fortgeschrittenen) Rektumkarzinom noch unklar ist. Diese
Studie mit insgesamt 264 Patienten ist die bis dato einzige Analyse von HER-2 unter
Berlicksichtigung multimodaler Therapieregime im cUICC-II/Ill-Rektumkarzinom und unter
Verwendung der Immunhistochemie sowie der Dual-In-Situ-Hybridisierung. Samtliche
Patienten erhielten eine standardisierte multimodale Therapie innerhalb oder analog zu den
Studienprotokollen randomisierter Phase-Il/-lll-Studien der ‘German Rectal Cancer Study

Group’.

Der HER-2-Status wurde in 169 pratherapeutischen Biopsien sowie in 225
Rektumkarzinomresektaten mit Hilfe eines IHC-Scorings (IHC 0-3) ermittelt. Erstmals kam
dabei ein IHC-Auswertungsalgorithmus zum Einsatz, der in der ToGA-Studie beim
Magenkarzinom verwendet wurde und sich mittlerweile in der klinischen Routine etabliert
hat. Die Detektion einer HER-2-Genamplifikation erfolgte dabei mittels Dual-ISH in IHC 2+
beurteilten Praparaten. Ein IHC 3+ Score oder eine Dual-ISH Ratio >2.0 wurden als HER-2-
positiv klassifiziert. Die Ergebnisse wurden mit kliniko-pathologischen Parametern (u.a.

Resektions-Status, postoperativer Nodalstatus (y)pN) und Langzeitiiberleben korreliert.

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Untersuchung des pradiktiven und prognostischen
Potenzials von HER-2 sowie der Klarung, ob der Transmembranrezeptor HER-2 auch im
Rektumkarzinom in relevanter Menge exprimiert wird und damit als potenziell
therapeutisches Target in der Klinik und in multimodalen Therapieregimen von Bedeutung

sein konnte.
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Ein positiver HER-2-Status konnte in 12.4% der pratherapeutischen Biopsien (n=21) und in
26.7% der Rektumkarzinomresektate (n=60) detektiert werden. Bei einer medianen Follow-
Up-Zeit von 46.5 Monaten zeigten Patienten mit HER-2-Positivitdt einen Trend zu einem
verbesserten tumorfreien Uberleben (DFS; p=0.1) und ein signifikant verbessertes
krankheitsspezifisches Gesamtiiberleben (CSS; p=0.03). Das 5-Jahres-Uberleben betrug
96.0% (HER-2-positiv) versus 80.0% (HER-2-negativ). Multivariate Analysen identifizierten
den HER-2-Status (p=0.02) zusammen mit dem (y)pN-Status (p<0.00001) und dem R-Status
(p=0.01) als einen unabhangigen Prognosefaktor fiir das CSS. Somit zeigen die
durchgefiihrten Analysen, dass HER-2 auf Grund der hohen Positivitatsrate in intratumoralen
Praparaten auch im Rektumkarzinom (wie auch im Mamma- und Magenkarzinom) als
histopathologischer Biomarker Bedeutung haben kann. Das vorgestellte Resultat, dass ein
HER-2-positiver Status mit einem signifikant verbesserten CSS assoziiert ist, deckt sich auch
mit aktuellen Studien beim Magen- und Osophaguskarzinom (Bang et al. 2010: ToGA-Studie;
Yoon et al. 2012).

Fir die Entwicklung neuer innovativer Therapien kénnte HER-2 als viel versprechendes
Target nach Validierung in einer noch grofReren Patientenkohorte auch im Rektumkarzinom
gelten. Insbesondere der Einsatz etablierter Anti-HER-2-Substanzen (z.B. Trastuzumab) und
Nachfolgesubstanzen (wie TDM-1) oder die duale Inhibition von HER-2 und EGFR
(Pertuzumab) konnte ein neuer Ansatzpunkt fir die personalisierte onkologische Therapie
des Rektumkarzinoms sein. Interessant ist ebenfalls die Untersuchung der Interaktion von
HER-2 mit anderen Biomarkern, wie beispielsweise mit KRAS oder mit anderen EGFR-
Mitgliedern (insbesondere HER-3). In prospektiven klinischen Studien sollte unbedingt
untersucht werden, ob eine HER-2-Uberexpression zu einer Resistenzentwicklung von Anti-
EGFR-Therapien (z.B. Cetuximab) in metastasierten Stadien fiihrt und ob HER-2 zukinftig zur

Therapiestratifizierung und Optimierung der Therapie im Rektumkarzinom dienen kdnnte.
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6 Anhang

6.1 TNM-

TNM-Klassifikation (modifiziert nach Wittekind und Meyer 2010, S. 96-97):

und UICC-Klassifikationen

T-Status

T1 Infiltration der Submukosa

T2 Infiltration der Muscularis propia

T3 Infiltration der Subserosa, nicht peritonealisiertes Gewebe
T4a Infiltration des viszeralen Peritoneums

T4b Infiltration anderer Organe oder Strukturen

N-Status

N1la Metastasen in einem regionaren LK

Nib Metastasen in 2-3 regiondren LK

Nic Satellite(n) ohne regionare LK-Metastasen

N2a Metastasen in 4-6 regiondren LK

N2b Metastasen in 2 7 regiondren LK

Metastasen

M1la Fernmetastasen in einem Organ

M1b Fernmetastasen in mehr als einem Organ oder Peritoneum

Stadieneinteilung nach UICC (modifiziert nach Wittekind und Meyer 2010, S. 98):

uiccC T-Status N-Status | Metastasen
Stadium O Tis NO MO
Stadium | T1,T2 NO MO
Stadium IlA | T3 NO MO
Stadium IIB | T4a NO MO
Stadium I C | T4b NO MO
Stadium IlI Jedes T N1, N2 MO
Stadium 1A |T1, T2 Nla MO
T1 N2a MO
Stadium llI B | T3, T4a N1 MO
T2, T3 N2a MO
T1,T2 N2b MO
Stadium llIC | T4a N2a MO
T3, Tdb N2b MO
T4b N1, N2 MO
Stadium IVA |JedesT JedesN | M1la
Stadium IVB |JedesT JedesN |Mlb

79



Anhang

6.2 Verwendete Materialien und Gerateliste

Verwendete Materialien
Adhésive Objekttrager Starfrost

Ethanol 99%
Deckglaser
Farbeautomat BenchMark XT

Mikroskop Axio Imager I
Primdrantikorper IHC:
Pathway® anti HER-2/neu (4B5)

Primarantikérper Dual-ISH:
INFORM HER-2 Dual ISH DNA Probe Cocktail

Schlittenmikrotom Microm HM 430
Substanzen fiur den Farbeautomaten
BenchMark XT:

-EZ Prep

- LCS

- Reaktion-Buffer

- CC1 (Cell Conditioner)

- Antibody-Diluent

- Hamatoxilin Il

- Bluing-Reagent

Warmeschrank

ultraView Universal DAB Detection KIT enthalt:

- Inhibitor

- Multimer Ig

- DAB

- Wasserstoffperoxid
- Copper

ultraView Red ISH DIG Detection KIT enthalt:
- anti-DIG-Mausantikorper
- Multimer Ig
- ph-Verstarker
- Naphthol
- Fast Red

ultraView SISH DNP Detection KIT enthalt:
- anti-DNP-Kaninchenantikorper
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Anhang

6.3 Studienprotokolle

GAST-05-Studie:

STAGING (Rektoskopie, Endosono, etc.):
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0 Oxaliplatin 100 mg/m2; 2h-Infusion
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CAO/ARO/AIO-04-Studie:

KONTROLL-ARM:

Radiotherapie: ||||| ||||| II”I ||||| ||||| ul504Gy
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Chemotherapie:
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1000 mgfm?/d
Dauerinfusion
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Chemotherapie: luu uul luu ulu uul ul §0.4 Gy
5-Fluorouracil

28 x 1.8 Gy
250 mgim2id [ ] [ ]

Dauerinfusion d1-14 d22-35 =D
Oxaliplatin
50 mg/m?/d I dI8

82

Z0——-H>»AMmMTUVO

) ] - O O
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