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Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

Kolorektale Karzinome (KRK) nehmen als dritthaufigste Krebserkrankung und
Malignom-assoziierte Todesursache sowohl weltweit (Siegel et al. 2012) als auch in
der Bundesrepublik Deutschland (Geif3ler und Graeven 2005) eine Spitzenposition
ein. Unter den fortgeschrittenen KRK ist das Adenokarzinom des Rektums mit ca.
40-60% der Féalle vertreten (Liersch et al. 2005) und erfordert diagnostisch sowie
therapeutisch eine sehr enge interdisziplindre Zusammenarbeit zwischen Gastro-
enterologen, Strahlentherapeuten, Chirurgen, Pathologen und Onkologen (Gaedcke
et al. 2011). Als eine Krebserkrankung, deren Inzidenz mit zunehmendem Alter und
Krebs-assoziierten Lebensgewohnheiten ansteigt, sind KRK heute vor allem ein
soziobkonomisches Problem in den hochentwickelten Industrienationen geworden
(Jemal et al. 2011, Krones et al. 2009). Die trotz hoher Pravalenz abnehmende
tumorbedingte Mortalitat ist den Fortschritten in der Friherkennung von KRK und
den modernen therapeutischen Strategien, unter Einbindung von Strahlentherapie,
Chemotherapie und der onkologischen Tumorresektion, zu verdanken.

Heutzutage konzentriert sich die Forschung beim KRK auf die Untersuchung
patientenbezogener molekularbiologischer Zielstrukturen und Biomarker, um der
berechtigten Forderung nach einer auf den einzelnen Patienten zugeschnittenen
Therapiestrategie nachkommen zu kdnnen. Zu diesen Biomarkern zahlt auch das im
Zellkern lokalisierte Protein ERCCL1 (excision repair cross-complementing rodent re-
pair deficiency, complementation group 1). Dieses fungiert als ein zentraler Be-
standteil im Exzisionsprozess der Nukleotidexzisionsreparatur (NER), einem
Reparaturmechanismus der DNA. Die vorliegende Arbeit untersucht den Stellenwert
von ERCC1 beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom unter einer 5-Fluoruracil
(5-FU)- und Oxaliplatin-basierten Radiochemotherapie (RCT).

Der Biomarker ERCC1 wurde mit der Methode der Immunhistochemie (IHC) sowohl
hinsichtlich seines pradiktiven als auch prognostischen Potentials untersucht.
Letztendlich soll die vorliegende Arbeit auch die Frage nach der Relevanz der

Ergebnisse fur den einzelnen Karzinompatienten* beantworten.

* Im weiteren Text wird zur sprachlichen Vereinfachung und besseren Lesbarkeit bei personen-

bezogenen Begriffen die ménnliche Form stellvertretend fur beide Geschlechter verwendet.



Einleitung und Fragestellung

1.1 Pathogenese kolorektaler Karzinome

Fur einen in Deutschland lebenden Menschen betragt das Lebenszeitrisiko, an
einem KRK zu erkranken, derzeit ca. 6%, wobei ab einem Alter von 50 Jahren das
Erkrankungsrisiko signifikant ansteigt (Geil3ler und Graeven 2005). Es werden
Interaktionen zwischen genetischen Risikofaktoren und Umweltfaktoren als Ursachen
fur die Entstehung von KRK diskutiert. Wird die genetische Disposition fur ein KRK
vererbt, spricht man von einem familidren oder hereditdren Karzinom. Dieses wird

grundsétzlich von sporadisch auftretenden KRK unterschieden.

1.1.1 Pathogenese sporadischer KRK

Die Pathogenese des KRK ist als eine makroskopisch und histologisch nachweisbare
Progression charakterisiert. Diese Progression ist als Adenom-Karzinom-Sequenz
bekannt (Muto et al. 1975). Sie erfolgt schrittweise (sog. Multistep-Karzinogenese,
siehe Abbildung 1) durch Genmutationen in Onkogenen wie K-ras (Kirsten-ras) und
Tumorsuppressorgenen wie APC (adenomatous polyposis colon), DCC (deleted in
colon cancer) und p53. Aus diesen Mutationen resultieren Aneuploidien und eine
chromosomale Instabilitat, weshalb die Adenom-Karzinom-Sequenz auch als
Chromosomeninstabilitats-Pathway (CIN) bezeichnet wird (Siegenthaler und Blum
2006). Die Autoren Seidensticker und Schmiegel (1998) nennen das Vorhandensein
neoplastischer Darmpolypen als wichtigsten Risikofaktor flr die Entstehung eines
KRK. Die Anzahl, die Gr6Re und eine villdse Morphologie der Adenome erhdhen zu-
satzlich das Risiko fur die Entstehung eines KRK.

Neben dem CIN ist die Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) ein weiterer molekularer Ent-
stehungsweg fir KRK. Eine MSI liegt bei sporadischen KRK in 10 bis 15%, beim
hereditary non-polyposis colorectal cancer (HNPCC) in bis zu 90% der Félle vor. Die
MSI ist durch somatische Mutationen in Mismatch-Reparaturgenen (v.a. MLH1,
MSH2 und MSH6) gekennzeichnet. Diese Mutationen flihren im Bereich der Mikro-
satellitenloci zu einer fehlerhaften DNA-Replikation (Geil3ler und Graeven 2005).
HNPCC-assoziierte KRK sind nicht Bestandteil des in der vorliegenden Arbeit

untersuchten Patientenkollektivs.
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Assoziation mit CED DALM kolitisassoziiertes Karzinom

MSI

MLH1-,MSH2- MSH8- X : .
Mutationen MSI-Adenom MSI-Karzinom
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Karzinom

......

Physiologische

Kolanechioknhaot Hyperproliferatives Epithel Adenom / epitheliale Neoplasie Invasives Karzinom

P (Zeit)

Abbildung 1: Modell zur Multistep-Karzinogenese kolorektaler Karzinome

Mit einem histologischen Progress von einer physiologischen Kolon- bzw. Rektumschleimhaut zu
einem invasiven Karzinom ist nach 5 Jahren in ca. 2,5%, nach 10 Jahren in ca. 8% und in 20 Jahren
in ca. 24% der Falle zu rechnen (GeiR3ler und Graeven 2005).

Schrittweise (= multistep) Mutationen im Onkogen K-ras (Kirsten-ras) und den Tumorsuppressorgenen
APC (adenomatous polyposis colon), DCC (deleted in colon cancer) und p53 fihren im CIN (Chro-
mosomeninstabilitdts-Pathway) zur Entstehung eines sporadischen, mikrosatellitenstabilen Karzi-
noms. Zu einem mikrosatelliteninstabilen Karzinom (MSI-Karzinom) fuhren die Mutationen in Mis-
match-Reparaturgenen (MLH1, MSH2 und MSH6). Die Abbildung zeigt ebenfalls die Begunstigung
von K-ras- und APC-Mutationen durch Mutationen im MSI-Pathway. Chronisch entzindliche Darm-
erkrankungen (CED) bergen ein erhéhtes Risiko zu einer DALM (distinction between dysplasia-asso-

ciated lesion or mass) und kdnnen spater zu einem invasiven Karzinom fihren (Neumann et al. 2011).

Diese Abbildung, einschlie8lich der Fotografien und lichtmikroskopischen Aufnahmen, wurde vom
Autor der vorliegenden Arbeit selbst erstellt. Mit freundlicher Genehmigung von Dr. med. H. Kénig und
Dr. med. B. Popp (Pathologische Praxis, Arztehaus am Klinikum Ingolstadt). Es wurde sich inhaltlich
an Siegenthaler und Blum 2006, S. 848, Abbildung 31.9 orientiert.
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1.1.2 Pathogenese hereditarer KRK

Hereditare KRK treten im Rahmen von Polyposis-Syndromen wie der familiaren
adenomattdsen Polyposis (FAP), dem hamartomatdsen Polyposis-Syndrom sowie
dem erblichen Dickdarmkrebs ohne Polyposis (HNPCC) auf. Sie sind typischerweise
durch ein friihes Manifestationsalter sowie multiples Auftreten charakterisiert (Lynch
und de la Chapelle 2003). Die Vererbung erfolgt autosomal-dominant. Eine In-
aktivierung beider vorhandener Allele ist notwendig, um zum kompletten Ausfall des
entsprechenden Gens zu fuhren (two hit-Modell). Die Funktion der Zelle bleibt intakt,
solange noch ein Allel funktional bleibt (GeiRler und Graeven 2005, Knudson 1970).
Die simultane Inaktivierung beider Allele ist bedeutend unwahrscheinlicher als die
Inaktivierung eines Allels bei einer schon vorbestehenden vererbten Mutation des
zweiten Allels. Hieraus werden die im Folgenden aufgezeigten Hauptsymptome erb-
licher Krebserkrankungen deutlich:

1. familidre Haufung der Krebserkrankung,

2. syn- oder metachrone Karzinome und

3. frihes Erkrankungsalter (Siegenthaler und Blum 2006).

1.2 Risikofaktoren und Pravention beim KRK

Das Risiko fur ein KRK kann durch endogene und exogene Faktoren beglnstigt
werden. Ein individuell gesteigertes Risiko fur ein KRK haben Personen mannlichen
Geschlechts (Krones et al. 2009). Eine KRK-Erkrankungen erstgradig Verwandter,
das hereditare Auftreten von Polyposis-Syndromen (positive Familienanamnese) und
der Nachweis eines Adenoms erhéhen ebenfalls das individuelle Risiko (Ahsan et al.
1998, Atkin et al. 1992). Ekbom et al. (1990) zahlen chronisch entztindliche Darm-
erkrankungen wie zum Beispiel die Colitis ulcerosa als weitere Riskofaktoren auf. Zu
den diskutierten exogenen Einflissen, welche die Entstehung eines KRK fordern,
zahlen Tabakabusus, Bewegungsmangel, Ubergewicht, verstarkter Alkoholkonsum
und ein tbermaRiger Verzehr von rotem Fleisch (Jemal et al. 2011).

Insbesondere bei Mannern kann eine Ernahrung mit einem geringen Anteil an Obst

und Gemuse ein weiterer exogener Risikofaktor sein (Nomura et al. 2008).
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MalRnahmen zur Sekundarpravention sollten bei Personen, die zu keiner Risiko-
gruppe gehdren (sog. asymptomatische Bevolkerung), ab dem flinfzigsten Lebens-
jahr erfolgen (Schmiegel et al. 2010). Ab diesem Alter steigt die Inzidenz von KRK
deutlich an (Birkner 2003). Das Standardverfahren ist die komplette Koloskopie, die
partiellen endoskopischen Verfahren Uberlegen ist (Imperiale et al. 2000, Simon
2000). Bei Ablehnung einer endoskopischen Untersuchung durch den Patienten
besteht die Mdglichkeit eines jahrlichen fakalen okkulten Bluttests (FOBT). Diesem
wird eine signifikante Senkung der Inzidenz (Mandel et al. 2000) und Mortalitat
(Mandel et al. 1993) bescheinigt, sofern bei Positivitat eine weitere diagnostische
Abklarung im Rahmen einer kompletten Koloskopie erfolgt. Der FOBT allein kann die
Koloskopie nicht ersetzen! Fir Patienten, die einem der bereits erwdhnten Risiko-
kollektive angehoéren, werden engmaschigere Intervalle in der Friherkennung

nahegelegt.

1.3 Einteilung von KRK nach TNM- und UICC-Klassifikation

Die Tumour-Node-Metastasis-Klassifikation (TNM) der Union Internationale contre le
Cancer (UICC) ist ein weltweit etabliertes System zur standardisierten Beschreibung
des Malignomstatus (= Staging) und zur Einschatzung der Prognose. Zum Zeitpunkt
der histopathologischen Aufarbeitung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Gewebe galten die TNM- und UICC-Klassifikation nach Wittekind und Sobin, 2002
(siehe Tabellen 1 und 2). Der T-Status gibt hierbei die Tiefe der Tumorinfiltration in
die Darmwand an (siehe Abbildung 2). Den metastatischen Befall von lokoregionaren
Lymphknoten dokumentiert der Nodalstatus (N-Status). Der M-Status gibt Auskunft
Uber das Vorhandensein von Fernmetastasen. Die korrekte Erfassung des T-Status
erfordert eine exakte postoperative Aufarbeitung des Tumors mit der mikros-
kopischen Darstellung der Tumorinvasionsfront. Zur Erhebung eines aussage-
kraftigen N-Status wird die Untersuchung von mindestens 12 Lymphknoten
eingefordert (Hermanek 1995, Hu et al. 2011, Kanemitsu et al. 2012, Klos et al.
2010). Fernmetastasen (M-Status) treten bei KRK Uberwiegend in der Leber und
Lunge auf. Die Stadieneinteilung nach UICC (siehe Tabelle 2) folgt therapeutischen

und prognostischen Erwagungen und basiert auf den Befunden des TNM-Stagings.



Einleitung und Fragestellung

Abbildung 2: T-Klassifikation kolorektaler Karzinome

Dargestellt wird die Tiefeninfiltration eines Rektumkarzinoms in die Darmwand. Das hier exemplarisch
dargestellte villdse Karzinom (grau) breitet sich sowohl in die Tiefe als auch in zirkularer Richtung aus.
In die Tiefe infiltrierende Tumoren missen sich nicht zwangslaufig zirkulér ausbreiten, jedoch wird ein
zirkuldres Wachstumsmuster haufig beobachtet. Fir die T-Klassifikation ist lediglich die Tiefen-
infiltration von Bedeutung.

Abkirzungen:
Tis: Carcinoma in situ (= intraepitheliale Neoplasie ohne Infiltration der Basalmembran), T1: Infiltration
bis in die Submucosa, T2: Infiltration bis in die Muscularis propria, T3: Infiltration bis in die Subserosa/

das perirektale Fettgewebe, T4: Infiltration in das Peritoneum/ angrenzende Nachbarorgane.

Diese Abbildung wurde vom Autor der vorliegenden Arbeit selbst erstellt.
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T-Klassifikation (Ausmald der Tumorinvasion in die Darmwand)

T0 kein Anhalt flr einen Primartumor

. Carcinoma in situ ( = intraepitheliale Neoplasie ohne Infiltration der
Basalmembran)

T1 Infiltration bis in die Submucosa

T2 Infiltration bis in die Muscularis propria

T3 Infiltration bis in Subserosa/ das perirektale Fettgewebe

T4 Infiltration bis in das Peritoneum/ angrenzende Nachbarorgane

N-Klassifikation (Anzahl metastatisch befallener Lymphknoten (LK) )

NO [ keine Metastasen in regiondren LK nachweisbar
N1 | Metastasenin 1 — 3 regionaren LK
N2 | Metastasen in 4 oder mehr regionaren LK

M-Klassifikation (Anzahl der Fernmetastasen)

MO

keine Fernmetastasen

M1

Fernmetastasen vorhanden

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

Der T-Status beschreibt das Ausmalf? der Tiefeninfiltration des Tumors in die Darmwand. Der N-Status

beschreibt den Befall lokoregionarer Lymphknoten und der M-Status dokumentiert das Vorliegen von

Fernmetastasen. In der vorliegenden Arbeit wurde die zum Zeitpunkt der Patientenbehandlung gtiltige

TNM-Klassifikation aus dem Jahre 2002 angewendet. Die aktualisierte, gegenwartig gultige TNM-

Klassifikation ist dem Anhang (Kapitel 6) zu enthehmen.

UIiCC T N M
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1, T2 NO MO
Stadium Il T3, T4 NO MO
Stadium Il A | T1, T2 N1 MO
Stadium 11l B I MO
Jedes T [ N2 MO
Stadium IV Jedes T | JedesN | M1

Tabelle 2:
UICC-Klassifikation nach
Wittekind und Sobin, 2002

Die UICC-Klassifikation ermdglicht eine
Stadieneinteilung der Ergebnisse des
TNM-Stagings. Die Stadieneinteilung
zeigt eine Korrelation mit der Prognose
der Erkrankung. Die aktualisierte und
gegenwartig gultige UICC-Klassifikation
ist dem Anhang (Kapitel 6) =zu

entnehmen.
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1.4 Stadien-adaptierte Therapie beim Rektumkarzinom

Die im préatherapeutischen Staging erhobenen Befunde und deren Einordnung in
klinische cTNM- und cUICC-Stadien bilden die Entscheidungsgrundlage fur eine
stadienadaptierte Therapie bei Rektumkarzinomen (siehe Abbildung 4):

1.4.1 Therapie lokal begrenzter Rektumkarzinome (cUICC-I)
Lokal begrenzte Rektumkarzinome (cTINOMO und cT2NOMO) werden unter Verzicht

auf eine perioperative Radiochemotherapie einem lokalen Operationsverfahren
unterzogen.

Dieses kann bei low-risk-Karzinomen (cT1, G1-2), die mit ca. 3% eine sehr geringe
Wahrscheinlichkeit einer Lymphknotenmetastasierung zeigen (Hermanek und Gall
1986), in Form einer lokalen transanalen endoskopischen Mikrochirurgie (TEM) mit
Vollwandexzision erfolgen (Gaedcke et al. 2011). Die Technik der TEM hat
mittlerweile einen hohen Stellenwert in kurativen Behandlungskonzepten von low-
risk-Karzinomen (Langer et al. 2002) und weist eine geringe Komplikationsrate auf
(Langer et al. 2003). Grundsatzlich ist bei lokalen Operationsverfahren die
Vollwandexzision erforderlich, da sich hinter einem augenscheinlich benignen
Adenom in ca. 20% ein invasives Karzinom befinden kann. Als potentiell kurativ wird
ein RO-Status mit einem histopathologisch gesicherten Sicherheitsabstand von >1 cm
angesehen (Gaedcke et al. 2011, Liersch et al. 2007).

High-risk-Karzinome (cT1, G3-4 und cT2) werden durch transabdominale Re-
sektionen mit mesorektaler Exzision operiert. Zu diesen Operationen zahlen die
anteriore Rektumresektion (ARR) mit einer partiellen mesorektalen Exzision (PME),
die tiefe anteriore Rektumresektion (TARR) mit einer totalen mesorektalen Exzision
(TME) und die abdominoperineale Rektumexstirpation (APE) mit einer TME
(Schmiegel et al. 2010), Exstirpation des Sphinkterapparates bzw. des
Beckenbodens (Liersch et al. 2007). Bei den genannten transabdominellen Vor-
gehensweisen handelt es sich um radikale onkologische Resektionsverfahren, die
bei high-risk-Karzinomen aufgrund einer wahrscheinlich bereits bestehenden
lymphogenen Metastasierung als en-bloc-Dissektion des Lymphabstromgebietes

notwendig sind (Schmiegel et al. 2010).
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1.4.2 Therapie lokal fortgeschrittener Rektumkarzinome (cUICC-II/-111)

Fur die Auswahl des OP-Verfahrens ist die pratherapeutische Festlegung der
Tumorlokalisation maf3geblich. Hierfiir wird das Rektum mit einem starren Rektoskop
von der Anokutanlinie ausgehend vermessen und in Drittel eingeteilt. Lokal fort-
geschrittene Rektumkarzinome im unteren (<6 cm) und mittleren (6 bis <12 cm)
Rektumdrittel werden im Rahmen Klinischer Studien in einem neoadjuvanten
Therapiekonzept unter Anwendung von Radiochemotherapie und Operation mit TME
behandelt (Gaedcke et al. 2011, Liersch et al. 2007). Die Indikationsstellung zu einer
RCT bei Tumoren im oberen Rektumdrittel (12-16 cm) wird momentan kontrovers
diskutiert (Hohenberger et al. 2009). Hinsichtlich des operativen Vorgehens im
oberen Drittel wird momentan im Rahmen der Gast-05-Studie (siehe Kapitel 6.1) die
partielle (PME) mit der totalen mesorektalen Exzision (TME) hinsichtlich der
onkologischen Sicherheit (tumorfreies Uberleben nach drei Jahren) verglichen.

Die CAO/AIO/ARO-94-Studie der German Rectal Cancer Study Group (siehe Kapitel
6.1) zeigte, dass die Integration einer 5-FU-basierten neoadjuvanten RCT in die
Therapie lokal fortgeschrittener Rektumkarzinome bei den Patienten sowohl zu einer
signifikanten Senkung der Lokalrezidivrate nach 5 Jahren als auch zu mehr RO-
Resektionen fuhrte im Vergleich zu primar operierten Patienten mit nachfolgender
Radiochemotherapie (Sauer et al. 2004). Auch nach einer Nachbeobachtungszeit
von Uber zehn Jahren zeigt sich eine signifikant geringere Lokalrezidivrate bei den
neoadjuvant behandelten Patienten (Sauer et al. 2012).

Grundsatzlich wird mit der Indikationsstellung zu einer neoadjuvanten RCT
beabsichtigt, eine primar unwahrscheinliche RO-Resektion durch ein RCT-induziertes
Tumor-Downsizing und Tumor-Downstaging zu erzwingen, die Lokalrezidivrate im
Vergleich zur primaren Operation langfristig zu senken sowie die Rate an
SchlieBmuskel-erhaltenden Operationsverfahren zu erhdhen (Sauer et al. 2012).
Hohenberger et al. (2009) betonen gleichwohl, dass die neoadjuvante RCT nur im
Zusammenhang mit einer hochqualitativen Operation erfolgversprechend ist und
heben den besonderen Stellenwert der peri- und postoperativ qualitatskontrollierten
TME-Chirurgie hervor.
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1.4.3 Therapie fernmetastasierter Rektumkarzinome (cUICC-1V)

Die interdisziplinare Therapiestrategie ist abhangig von der Lokalisation und Anzahl
der Fernmetastasen, der Ausdehnung des Primarius mit unter Umstanden bereits
bestehendem Defakationsverlust (lleussymptomatik) und/ oder hohem Leidensdruck
des Patienten. Die vollstdndige operative Entfernung des Primarius (RO-Resektion)
sowie hepatischer und/ oder pulmonaler Metastasen stellt fir bis zu 25% der

Patienten eine potentiell kurable Situation dar (Gaedcke et al. 2011).

16 cm
° Tumor 1
= (oberes Dirittel)
a)
(%]
g
(O]
QO
o
12 cm
o
5 %v. S
5 (mittleres Drittel)
€

TARR und TME

//

Abbildung 3: Partielle und totale mesorektale Exzision

Linea dentata

unteres Drittel

Linea anocutanea

Die Abbildung zeigt das Resektionsausmald der partiellen (PME) und totalen mesorektalen Exzision
(TME) im Vergleich. Ein im oberen Rektumdrittel lokalisiertes Karzinom (im UICC-Stadium Il oder lIl,
Tumor 1) wird durch eine anteriore Rektumresektion (ARR) mit PME operiert. Wegen kontroverser
Diskussionen (ber das onkologisch ausreichende Exzisionsausmall bei Tumoren des oberen
Rektumdrittels erfolgt innerhalb der GAST-05-Studie (siehe Kapitel 6.1) ein randomisierter Vergleich
zwischen PME und TME.
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Bei lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinomen mit Lokalisation im mittleren (griner Tumor) oder un-
teren Rektumdrittel wird immer eine TME angestrebt. Bei diesen Tumoren wird eine tiefe anteriore
Rektumresektion (TARR) durchgefuhrt, sofern keine Infiltration des Tumors in die
Sphinktermuskulatur/ den Beckenboden vorliegt. Diese wirde eine abdominoperineale Rektum-
exstirpation (APE) notwendig machen.

Diese Abbildung wurde vom Autor der vorliegenden Arbeit selbst erstellt.

In der kurativen chirurgischen Therapie des (lokal fortgeschrittenen) Rektum-
karzinoms nimmt die Operation im Hinblick auf die Morbiditat, die Mortalitat, die
Lokalrezidivrate und letztendlich die Prognose des Patienten zweifellos eine
Schlusselrolle ein (Hermanek und Hermanek 2000).

Eine onkologisch-chirurgische Rektumresektion in kurativer Intention umfasst
(Liersch et al. 2005):

- Bei Tumoren des oberen Rektumdrittels erfolgt eine ARR mit PME oder TARR mit
TME. Bei Tumoren des mittleren und unteren Rektumdrittels wird immer eine
TME angestrebt.

- Zentrale Ligatur und Absetzung der versorgenden Gefale. Nach hoher
Absetzung der V. mesenterica inferior zwei bis drei Zentimeter unterhalb des
Pankreasunterrandes wird Ublicherweise die A. mesenterica inferior distal des
Abganges der A. colica sinistra abgesetzt (so genannte low-tight-Absetzung). Das
lokoregionare Lymphabflussgebiet wird anschlie3end in allen drei Dimensionen

en bloc entfernt.

- En-bloc-Resektion von tumoradhérenten bzw. tumorinfiltrierten Organen
(multiviszerale Resektion) ohne Berlhrung oder Verletzung der Integritat des
Primarius (no-touch-Technik). Dieses Vorgehen dient der Vermeidung einer

ortlichen Tumorzelldissemination.

- Einhaltung eines ausreichenden Sicherheitsabstandes vom Tumor zur oralen,
aboralen, lateralen und zirkumferentiellen Resektionsebene. Der enge
Zusammenhang zwischen makroskopisch sichtbarer und histologischer nach-

gewiesener intramuraler Tumorausbreitung (bis zu zwei Zentimeter) ist bekannt.

11
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(Korperliche Untersuchung, Transrektaler Ultraschall, CEA, Abdomensonographie, Koloskopie,

Primares Staging

Starre Rektoskopie mit Biopsie, gaf. Sphinktermanometrie, ggf. MRT/CT)

M ¥ .
2 uT3/uT4 G1-4 (UICC-II
R oder
{Jow nisk") g {.high risk") uT1-4 uN+ G1-4 (UICCII)
é (lokal fortgeschritten)
§' neoadjuvante
é RCT
é A 4 v
g Transabdominelle Resektion mit mesorektaler
; Exzision
Y - ‘
x Oberes Drittel
Lokale g (12- 16 cm) ARR IR
Voltwandresektion §
TEM | Mittleres Drittel
(6-<i2cm) [ TARR + TME
¢ ' Unteres Dritcel |__| TARR + TME
Seemp | (APE +TME) =
v H
Postoperative Postoperative pathologische Diagnostik
pathologische Diagnostik (pTNM, R-Status, TRG, Qualitatsbeurteilung der PME/TME)
| \ 4 i
pT1:2 pNO MO ypT0-4 ypho-2 "Ti‘:o,"m
{pLACC-Ib) 1o pT14 ph1.2
| v ;
Keine adiuvanie Therapie Chemotherapie adjuvante RCT
| | . 2 :
Limitierte Nachzarge Keine Nachsorge Programmierte Nachsorge

Abbildung 4: Stadienadaptierte Therapie des Rektumkarzinoms
Im primaren Staging erfolgt die Tumorklassifikation nach TNM und die Unterscheidung zwischen low
risk, high risk und lokal-fortgeschritten Rektumkarzinomen. UICC-I-Tumoren werden rein chirurgisch

therapiert. Demgegentber werden Tumoren der UICC-Stadien Il und Il werden mit einer neo-

adjuvanten RCT vorbehandelt. Es folgt die transabdominelle Exzision mit TME bzw. PME.

*. Die GAST-05-Studie vergleicht unter Verzicht auf eine neoadjuvante RCT bei Tumoren im oberen

Rektumdrittel die PME mit der TME nach onkologischen Kriterien (Liersch et al. 2007).

**: Besonders tief sitzende Karzinome kdnnen eine APE erforderlich werden lassen.

Eigene Abbildung vom Autor dieser Arbeit. Orientiert an: Liersch et al. 2007, Seite 55, Abbildung 7)
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1.5 Bedeutung und Funktion von ERCC1

Wie im vorhergehenden Kapitel dargestellt, werden Patienten mit einem lokal
fortgeschrittenen Rektumkarzinom aktuell mit einer neoadjuvanten Radio-
chemotherapie behandelt. Auf diese Therapie sprechen ca. 45% der Patienten in
Form eines T-Level-Downsizings an. Allerdings gibt es momentan keine sichere
Methode, um dieses Ansprechen vorhersagen zu kénnen (Kuremsky et al. 2009).
Aus diesem Grund werden molekulare Biomarker hinsichtlich ihres pradiktiven und
prognostischen Potentials untersucht. Einige dieser Biomarker stehen im engeren
Fokus der Forschung, jedoch konnte sich bisher keiner als valider Pradiktor in der
Therapie des Rektumkarzinoms etablieren (Kuremsky et al. 2009).

In zahlreichen Untersuchungen kristallisiert sich das humane Protein ERCC1
(excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation
group 1) als potentieller pradiktiver und prognostischer Biomarker heraus, ins-
besondere auch bei KRK.

ERCC1 bildet mit XPF (xeroderma pigmentosum, complementation group F) einen
heterodimeren Endonukleasekomplex. Dieser Komplex ist ein unverzichtbarer Be-
standteil der Nukleotidexzisionsreparatur (NER). Er bewirkt in 5’-Position benachbart
zu einem beschadigten DNA-Abschnitt eine Inzisur (siehe Abbildung 5). Das
gemeinsame Vorliegen von ERCC1 und XPF ist fur die Funktion des Heterodimers
als molekulare DNA-Schere obligat, da lediglich XPF als Nuklease agiert und diese
Funktion an eine Komplexbildung mit ERCC1 gebunden ist (Tsodikov et al. 2005).
Die Feststellung Tsodikovs’ stlitzen auch die Beobachtungen von Biggerstaff et al.
(1993) sowie von van Vuuren et al. (1993). Die Autoren beschreiben den wechsel-
seitigen Zusammenhang zwischen ERCC1 und XPF als Komplex bei Xeroderma
Pigmentosum Patienten und kommen zu der Erkenntnis, dass sich beide Proteine in
Vivo gegenseitig bedingen und stabilisieren.

Das Resultat einer erfolgreichen NER ist ein 24 bis 32 Basen umfassendes
exzidiertes DNA-Fragment, welches den schadhaften Abschnitt beinhaltet (de Laat et
al. 1999). Die NER wurde als spezieller Reparaturmechanismus fur Querver-
netzungen innerhalb der DNA-Doppelhelix identifiziert. Diese Quervernetzungen

konnen durch Chemotherapeutika wie zum Beispiel Oxaliplatin induziert werden.
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Derzeit wird vermutet, dass eine hohe Expression von ERCC1 in Tumorzellen mit
einer verminderten Empfindlichkeit fur platinbasierte Chemotherapeutika einher-
gehen konnte (Bohanes et al. 2011). Platin-induzierte DNA-Schéden, so lautet die
Hypothese, konnten von ERCC1-uberexprimierenden Tumorzellklonen effektiver
repariert werden und folglich zu einer positiven Selektion eben dieser Zellklone
fuhren. Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde in der vorliegenden Arbeit eine
rein 5-FU- sowie eine Oxaliplatin-basierte Therapiekohorte hinsichtlich des ERCC1-
Expressionsverhaltens analysiert und mit den klinikopathologischen Parametern

sowie dem Langzeit-Follow-Up korreliert.

ERCC1

(zentrale Domane)

ERCC1
(HhH2-Domane)

(HhH2-Domane)

Abbildung 5: XPF-ERCC1-Heterodimer

Die Untereinheit ERCC1 besteht aus einer zentralen Domane sowie einer C-terminalen HhH, —
Domane (helix-hairpin-helix-Doméne). Letztere dimerisiert spezifisch mit der C-terminalen HhH, —
Doméane von XPF zum funktionstiichtigen Nukleasekomplex, der sich an die entwundene DNA-
Sequenz anlagert (de Laat et al. 1998). ERCC1 und XPF stabilisieren sich im heterodimeren Komplex
gegenseitig. Wie dargestellt, kommt XPF seiner Funktion als Nuklease nach, indem eine Inzisur an
der DNA erfolgt.

Diese Abbildung ist vom Autor der vorliegenden Arbeit modifiziert nach Tsodikov et al. 2005,
Abbildung 6.
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Abbildung 6: Nukleotidexzisionsreparatur

Schritt 1: In diesem Schritt wird exemplarisch die von Oxaliplatin (Darstellung hellgriin mit orangenem
Rand, Bezeichung: Ox; Strukturformel) induzierte Quervernetzung (hier: intrastrand crosslink) inner-
halb eines DNA-Tochterstranges zwischen zwei DNA-Basen (beliebig gewahltes Beispiel: Guanin-
Basen) gezeigt.

Schritt 2: Zur Vereinfachung der Abbildung wird ab Schritt 2 auf die Strukturformeldarstellung von

Oxaliplatin (Bezeichung: Ox) verzichtet.

Schritt 3: Es wird die Bildung des NER-Komplexes gezeigt. Die erste ldentifizierung des platin-
induzierten DNA-Schadens erfolgt durch den XPC-HR23B-Komplex (xeroderma pigmentosum,
complementation group C - RAD23 homolog B — Komplex) (Ried! et al. 2003). Baxter und Smerdon
(1998) diskutieren aul3erdem uber eine Mitwirkung von XPC bei der Entfaltung der Nukleosomen im
Verlauf der NER.

15



Einleitung und Fragestellung

Die Vorstellung, dass nicht nur XPC-HR23B, sondern auch XPA (xeroderma pigmentosum,
complementation group A) und RPA (replication protein A) an der Erkennung des DNA-Schadens
beteiligt sind, teilen verschiedene Autoren (Asahina et al. 1994, Reardon und Sancar 2002).

Der Transkriptionsfaktor IIH (TFIIH) enthalt zwei Helikasen, die eine Aufwindung der DNA in 3’-5'-
Richtung durch XPB (xeroderma pigmentosum, complementation group B) und in 5’-3’-Richtung durch
XPD (xeroderma pigmentosum, complementation group D) ermdéglichen. Somit entsteht eine ideale
sterische Situation fur die Anbindung der Nukleasen XPG (xeroderma pigmentosum, complementation
group G) und XPF-ERCC1 (Xeroderma pigmentosum, complementation group F — ERCC1) (Evans et
al. 1997).

Die Nuklease XPG schneidet die DNA in 3’-Richtung, das Heterodimer XPF-ERCC1 schneidet in 5'-
Richtung (Bohanes et al. 2011). Die Stabilitat von XPF und ERCC1 ist nur im gemeinsamen hetero-
dimeren Komplex gewéabhrleistet (Gaillard und Wood 2001).

Laut Aboussekhra et al. (1995) ist die akzeptierteste Vorstellung von der Ausbildung des Komplexes

zwischen DNA und NER-Faktoren ist die schrittweise Anlagerung der Faktoren an die DNA.

Schritt 4: Der Exzisionsvorgang umfasst eine Entfernung von 24-32 Oligonukleotiden als Fragment
zusammen mit dem DNA-Addukt Oxaliplatin (de Laat et al. 1999).

Schritt 5: PCNA (proliferaton cell nuclear antigen), RFC (replication factor C), RPA und die DNA-
Polymerasen 6/¢ bewirken die Resynthese der DNA am Ort der stattgehabten Nukleotidexzision (Shivji

et al. 1995).

Schritt 6: Der Verschluss zwischen DNA und dem resynthetisierten Teilstiick erfolgt durch eine DNA-

Ligase.

Diese Abbildung wurde vom Autor der vorliegenden Arbeit selbst erstellt. Es wurde sich inhaltlich an

Bohanes et al. 2011 orientiert.
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1.6 Zielsetzung und Fragestellung

Die CAO/ARO/AIO-94-Studie (siehe Kapitel 6.1), eine Phase-llI-Studie der German
Rectal Cancer Study Group, zeigte beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom
eine signifikante Reduktion von Lokalrezidiven nach 5-FU-basierter neoadjuvanter
Radiochemotherapie (Sauer et al. 2004). Dieser Effekt halt auch nach einer
Nachbeobachtungszeit von zehn Jahren an, jedoch zeigt sich kein Einfluss der
neoadjuvanten Therapie auf die Fernmetastasierungsrate (jeweils 30% in beiden
Therapiekohorten) und Gesamtprognose (Sauer et al. 2012).

Derzeit wird durch eine Intensivierung der préaoperativen RCT (z.B. 5-FU in
Kombination mit Oxaliplatin) neben einem Tumor-Downsizing (Verkleinerung des
makro- bzw. mikroskopischen Tumors) und Downstaging (Abstufung innerhalb der
UICC-Stadien) versucht, die Rate an histopathologisch nachweisbaren kompletten
Remissionen (pathological complete remission = pCR) zu erhdéhen und die
Operabilitat der Tumoren sowie die Gesamtprognose der Tumorpatienten zu
verbessern.

Mehrere Phase-IlI-Studien (CAO/ARO/AIO-04-Studie, ACCORD 12/0405-Prodige 2-
Studie, STAR-01-Studie, NSABP R-04-Studie, siehe Tabelle 13, S. 74) prifen derzeit
die Auswirkungen der Therapieintensivierung (5-FU und Oxaliplatin). Dabei treten
unter Oxaliplatin haufiger toxische Nebenwirkungen auf im Vergleich zu einer 5-FU-
Monotherapie. Auch wenn bereits in ersten Analysen der CAO/ARO/AIO-04-Studie
eine signifikant hohere pCR-Rate unter Oxaliplatin-basierter Vorbehandlung
nachweisbar war (Rodel et al. 2012), so scheint ein Teil dieser Patienten nicht von
der intensivierten Therapie zu profitieren. Vielmehr erfahren diese Patienten eine von
Oxaliplatin abhéangige Toxizitat, die unter Gewéahrleistung einer pratherapeutischen
Préadiktion des Ansprechens auf die neoadjuvante RCT vermeidbar ware.

Patienten kénnten von einer Einschatzung des Therapierespons a priori profitieren,
wenn sie einer individualisierteren Therapie unter optimaler Balance zwischen
Wirkung und Nebenwirkung zugefihrt werden kdonnten.

Aufgrund aktueller Untersuchungen in verschiedenen Tumorentitdten wird von dem
DNA-Reparaturprotein ERCC1 ein potentieller Nutzen als pradiktiver und pro-
gnostischer Biomarker vermutet (Bohanes et al. 2011).
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Die Erkennung Platin-induzierter DNA-Schaden und deren gezielte Nukleotid-

exzisionsreparatur (NER) unter Mitwirkung von ERCC1 fuhrt zur Therapieresistenz

von Tumorzellen. Folglich ist eine hohe ERCC1-Expression mit einem geringen

Therapieansprechen auf Platin-basierte Chemotherapeutika verbunden. Dem-

gegeniber wird bei einer niedrigen Expression von ERCC1 eine hohe Sensitivitat der

Tumorzellen gegentber Platinverbindungen vermutet (Bohanes et al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit wird erstmalig bei 211 Rektumkarzinom-Patienten der

pradiktive und prognostische Stellenwert einer ERCC1-Expression in Karzinomzellen

untersucht. Dabei werden folgende Fragen gepruft:

1.

3.

Zeigt die ERCC1-Expression in Karzinomgewebe aus der préatherapeutischen
Biopsie einen Zusammenhang mit dem Therapieansprechen auf die
neoadjuvante RCT (gemessen an den Kklinikopathologischen Parametern ypT-
Status, ypN-Status, ypM-Status und TRG)?

Korreliert die ERCC1-Expression in Karzinomgewebe aus der pratherapeutischen
Biopsie bzw. aus dem residuellen Tumor mit der Lokalrezidivrate oder der Fern-

metastasierung im Langzeit-Follow-Up?

Welcher Zusammenhang besteht zwischen der ERCC1-Expression in
Karzinomgewebe aus der pratherapeutischen Biopsie bzw. aus dem residuellen
Tumor und dem Disease Free Survival (DFS) sowie Cancer Specific Survival
(CSS)?

. Lasst sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ein Fazit fir den

klinischen Alltag ziehen? Wie sind die Resultate in den Kontext der Fachliteratur

einzuordnen?

18



Einleitung und Fragestellung

Unabhangig von der ERCC1-Expression im Tumorgewebe werden folgende Aspekte
in den beiden Therapiekohorten (5-FU-Monotherapie und 5-FU-Therapie in Kombi-

nation mit Oxaliplatin) untersucht:
5. Bestehen Unterschiede hinsichtlich des lokalen Respons der Tumoren auf eine
RCT mit 5-FU-Monotherapie gegenuber einer intensivierten RCT mit 5-FU und

Oxaliplatin?

6. Haben die unterschiedlichen RCT (5-FU-Monotherapie oder 5-FU und Oxaliplatin)

einen Einfluss auf die operativen Resektionsverfahren?
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemeine Charakteristika des Patientenkollektivs

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden monozentrisch 211 konsekutive
Rektumkarzinompatienten im klinischen (c) UICC-Stadium Il und IIl untersucht. 138
Patienten erhielten eine 5-FU basierte multimodale Behandlung (Kohorte A). Unter
Hinzunahme von Oxaliplatin wurden 73 Patienten intensiviert vorbehandelt (Kohorte
B). Beide Kohorten erhielten eine Radiotherapie mit einer kumulativen Dosis von
50,4 Gray (Gy). Die multimodale Therapie erfolgte gemaf3 der Behandlungsschemata
der Phase lI-/lll-Studien der German Rectal Cancer Study Group (GRCSG). Alle
Patienten wurden in der Abteilung fur Allgemein-, Viszeral- und Kinderchirurgie der
Universitatsmedizin Gottingen (ehemaliger Direktor: Prof. Dr. med. H. Becker, der-
zeitiger Direktor: Prof. Dr. B. M. Ghadimi) operiert.

Von allen Patienten lag eine unterzeichnete Einverstandniserklarung Uber die
Teilnahme an den entsprechenden Studien und die Begleitforschung im Rahmen des
Teilprojektes 5 der KFO-179 (http://www.kfo179.de) vor. Alle Studien der GRCSG
hatten ein positives Votum durch die Ethikkommission der Universitatsmedizin
Gottingen (Vorsitzender: Prof. Dr. med. J. Brockmoller) erhalten. Die begleitenden
molekularbiologischen Untersuchungen innerhalb der KFO-179 erfolgten in enger
interdisziplinarer Zusammenarbeit der Abteilungen fir Allgemein- Viszeral- und
Kinderchirurgie, Radioonkologie und Strahlentherapie (Direktor: Prof. Dr. Dr. med. C.
Hess) sowie Gastroenteropathologie (Direktor: Prof. Dr. med. P. Strébel) der Uni-

versitadtsmedizin Gottingen.

In Kohorte A war der jingste Patient 35 Jahre (Kohorte B: 37 Jahre) und der alteste
Patient 83 Jahre (Kohorte B: 82 Jahre) alt. Das durchschnittliche Alter lag in beiden
Kohorten bei 63 Jahren. 74% (n=102) der Patienten aus Kohorte A sowie 63%
(n=46) aus Kohorte B waren mannlichen Geschlechts. Im Vergleich waren weibliche
Patientinnen sowohl in Kohorte A mit einem Anteil von 26% (n=36) als auch in

Kohorte B mit 37% (n=27) in deutlich geringerer Anzahl vertreten.
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Neoadjuvante RCT

Therapieregime (5-FU-Mono) p-Wert
Kohorte A

Patientenanzahl n=138 % n=73 %

Geschlecht

Mannlich 102 74 46 63 0.12"

Weiblich 36 26 27 37

Alter

Mittelwert 63 63 0,90%

Min - Max 35-83 37 -82

Tumorlokalisation

ab Anokutanlinie

0—<6cm 50 43 30 41 0,61

6—-<12cm 79 50 40 55

12 -16 cm 10 7 3 4

cT — Stadium

2 6 4 2 3 0,74**

3 120 87 66 90

4 12 9 5 7

cN — Stadium

N+ 97 70 54 74 0,697

N- 41 30 19 26

cUICC - Stadium

[l 41 30 18 25 0,13**

11 94 68 48 66

v 3 2 7 9

Tabelle 3: Allgemeine Charakteristika und klinische Stagingbefunde

Die Tabelle gibt einen Uberblick tiber das Patientenkollektiv (n=211). 138 Patienten erhielten eine
neoadjuvante RCT mit 5-FU-Monotherapie (Kohorte A) und 73 Patienten erhielten eine intensivierte
RCT mit 5-FU und Oxaliplatin (Kohorte B). Zudem sind die pratherapeutischen Staging-Ergebnisse
dargestellt.

(5-FU=5-Fluorouracil, RCT=Radiochemotherapie, cT-Status=pratherapeutisch ermittelte Tumor-
invasionstiefe, cN-Status= pratherapeutisch ermittelter Lymphknotenstatus, N- = Keine Lymphknoten-
metastasen, N+=Lymphknotenmetastasen, cUICC=pratherapeutisch ermitteltes klinisches Er-
krankungsstadium)

Statistische Tests: *= T-Test , ** = Exakter Chi-Quadrat-Test
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2.1.1 Pratherapeutische Charakteristika der Patientenkohorten

Wie in Gliederungspunkt 2.2 genauer dargestellt, erfolgte die Hohenlokalisation des
aboralen Tumorrandes mit dem starren Rektoskop und die Zuordnung des Tumors in
das jeweilige Rektumdrittel (unteres Drittel: 0 — < 6 cm, mittleres Drittel: 6 — < 12 cm,
oberes Drittel: 12 — 16 cm).

Die Tumorlokalisationen verteilten sich in Kohorte A in 59 Féllen (43%) auf das
untere, in 79 Fallen (50%) auf das mittlere und in 10 Fallen (7%) auf das obere
Rektumdrittel. In Kohorte B zeigte sich eine &hnliche Verteilung von 30 Tumoren
(41%) im unteren, 40 Tumoren (55%) im mittleren und drei Tumoren (4%) im oberen
Rektumdrittel. Zwischen beiden Therapiearmen zeigte sich kein relevanter Unter-

schied hinsichtlich der H6henlokalisation (p= 0,61).

Die pratherapeutische cTNM-Klassifikation wurde durch die unter Gliederungspunkt
2.2 beschriebenen Staging-Untersuchungen erhoben. Hinsichtlich des cT-Status
zeigte sich, dass sich die meisten Tumoren (Kohorte A: 87%, n=120; Kohorte B:
90%, n=66) im cT3-Stadium befanden. Dies bedeutet, dass bei diesen Tumoren
bereits eine Infiltration bis in das perirektale Fettgewebe vorlag.

Auf das cT2-Stadium (Tumor bis Muscularis propria) entfielen hingegen 4% (n=6) in
Kohorte A und 3% (n=2) in Arm B.

Im cT4 Stadium (Organiuberschreitender Tumor) befanden sich in Kohorte A 12
Tumoren (9%), in Kohorte B 5 Tumoren (7%). Es bestand kein relevanter

Unterschied zwischen den beiden Therapiekohorten (p=0,74).
Hinweise auf eine metastatische Ausbreitung der Tumorerkrankung auf

lokoregiondre Lymphknoten (cN-Status) lagen bei 70% (n=97) der Patienten in

Kohorte A, sowie 74% (n=54) der Patienten in Kohorte B vor.
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Bei der Mehrheit der Patienten beider Therapiekohorten (68%, n=94 in Kohorte A,
66%, n=48 in Kohorte B) wurden Rektumkarzinome im cUICC-Stadium Il dia-
gnostiziert. Ein cUICC-Stadium Il lag hingegen bei 30% (n=41) der Patienten der
Kohorte A und 25% (n=18) der Kohorte B vor. Es wurden bei 3 Patienten (2%) aus
Kohorte A und 7 Patienten (9%) aus Kohorte B Rektumkarzinome im cUICC-Stadium

IV klassifiziert. Ergdnzend zu diesem Gliederungspunkt siehe Tabelle 3.

2.2 Pratherapeutische Untersuchungen (Staging)

Um die Indikation zu einer multimodalen Therapie zu stellen, ist ein standardisiertes
pratherapeutisches Staging mit der Klassifikation des klinischen Tumorstadiums
nach der TNM-Klassifikation obligat. Eine bedeutende Rolle spielt die Evaluation der
klinischen Tumorinfiltrationstiefe (cT-Status) in die Rektumwand und die um-
liegenden anatomischen Strukturen (mesorektales Fettgewebe, Sphinkterapparat,
Levatorenmuskulatur und Nachbarorgane wie Harnblase, Urethra, Ureter, Prostata,
Samenblaschen, Vagina, Uterus und knoécherne Strukturen). Ferner ist die exakte
Hohenlokalisation des Tumors im Rektum, sowie der klinische Nodalstatus (cN-
Status) von zentralem Interesse des Staging im Hinblick auf die Gestaltung der
weiteren Therapie (Gaedcke et al. 2011).

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeflihrten Standard-Staginguntersuchung

(Liersch et al. 2005) umfassen:

- Digital-rektale Untersuchung (DRU)
Es handelt sich um eine einfache Untersuchungsmethode, mit der die Funktion
des Sphinkters, das Ausmald der Wandinfiltration und die Mobilitdt des Tumors
gegenuber der Darmwand (bei distal lokalisierten, tastbaren Tumoren)
orientierend beurteilt werden kann. Die DRU liefert somit ein indirektes Mal3 fur
die Tiefenausdehnung (T-Status). Der erhobene Tastbefund wird in Stadien nach
Mason eingeteilt. Erganzend weisen die Autoren Nicholls et al. (1982) darauf hin,
dass die korrekte Beurteilung des T-Status sehr stark von der Erfahrung des

Untersuchers abhangt.
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Mason - .
_ Definition
Stadium
CS-1 Tumor mit der Mukosa verschieblich
CS-l Tumor mit der Darmwand verschieblich
CS-1il Tumorverschieblichkeit eingeschrankt, Teilfixierung
CS-1Iv disseminierte Erkrankung, Fernmetastasen

Tabelle 4: Klinisches Staging (CS) nach Mason

Das klinische Staging nach Mason ermdglicht die Klassifikation des Tastbefundes aus der digital-

rektalen Untersuchung. Erfahrungsgemafl geht eine eingeschrankte Verschieblichkeit des Tumors

gegeniiber der Rektumwand mit einem fortgeschrittenen T-Status einher.
(Tabelle modifiziert nach Liersch et al. 2007)

- Starre Rektoskopie
Nach UICC-/TNM-Kriterien liegt der aborale Tumorrand eines Rektumkarzinoms

innerhalb eines Abstandes von maximal 16 cm von der Anokutanlinie entfernt.

Die Tumorlage wird durch die Einteilung in Rektumdrittel préazisiert (siehe

Abbildung 7). Um diese Hoheneinteilung zu treffen, ist ausschlie3lich die starre

Rektoskopie geeignet. Im Rahmen der Rektoskopie wird der Tumor durch Ent-

nahme mehrerer Biopsien aus unterschiedlichen Tumorarealen histologisch

gesichert. In der Fachliteratur wird beschrieben, dass die Implantation von

Goldmarkern am aboralen Tumorrand wahrend der Rektoskopie eine exaktere

Bestimmung des strahlentherapeutischen Zielvolumens erméglich. Dadurch kann

der Sphinkterapparat und Beckenboden wahrend der Strahlentherapie besser

geschont werden (Vorwerk et al. 2009).
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Abbildung 7: H6heneinteilung
des Rektum

Das Rektum erstreckt sich ab der
Anokutanlinie 16 cm nach oral.

Es wird in Drittel unterteilt:

Oberes Dirittel: 12-16 cm.

Mittleres Drittel: 6 bis <12 cm

Unteres Drittel: 0 bis <6 cm

Diese Abbildung wurde vom Autor der

vorliegenden Arbeit selbst erstellt.

Endosonografie

Die rektale Endosonografie (rES) ist die Methode der Wahl in der Evaluation der
Rektumwandinfilration (uT-Status) und des lokoregionalen Lymphknotenbefalls
(UN-Status). Sie ist aufgrund ihrer hohen Sensitivitat und Spezifitdt der
Computertomographie tberlegen. Auch Bipat et al. (2004) betonen den hohen
Stellenwert der rES insbesondere im Vergleich zur MRT. Die Autoren
beschreiben jeweils, dass die rES zu einem moéglichen Overstaging von T2-

Tumoren fuhren kann.

Komplette Koloskopie mit Biopsie

Die komplette Koloskopie ist das Standardverfahren bei der Detektion
kolorektaler Polypen und Karzinome. Sie besitzt die hdchste Sensitivitat und
Spezifitdt beim Auffinden eines KRK und von kolorektalen Polypen (Schmiegel et
al. 2010). Um im Rahmen des Stagings beim Rektumkarzinom weitere Tumoren
proximal des Rektums (in bis zu 5% der Félle) ausschlie3en zu kénnen, erfolgt
eine komplette Koloskopie. Der Zusammenhang zwischen dem Vorliegen distaler
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Polypen oder deren malignen Entartungen und dem Vorhandensein zusatzlicher
bereits fortgeschrittener Neoplasien in proximalen Kolonabschnitten ist bekannt.
Schlussfolgernd sind alleinige partielle Endoskopieverfahren (Rektoskopie,

Sigmoidoskopie) unzureichend (Imperiale et al. 2000).

Abdomensonographie

Die Abdomensonographie dient insbesondere zum Ausschluss hepatischer Filiae,
schafft einen generellen Uberblick tiber die Bauchorgane und gibt Auskunft tiber
Aszites, Nierenbeckenstauung durch tumorbedingte Konstriktion des Ureters etc.
und dient als Wegweiser fir eine weitere, prazisere Bildgebung (z.B. Kontrast-
mittel-gestitzte Computertomographie), sofern malignomverdéachtige intrahepa-

tische Lasionen entdeckt werden.

Becken-CT oder Becken-MRT

Die kontrastmittelgestitzte Computertomographie des Beckens mit intraluminaler
Fullung des Rektums mit Gastrographin wird bei fortgeschrittenen
Rektumkarzinomen (> uT,) durchgefihrt und dient der Beurteilung anatomischer
Nachbarstrukturen im Hinblick auf die Tumorinfiltration. Zudem kommt der CT bei
der Planung der praoperativen Bestrahlung eine wichtige Rolle zu. Die
Unterlegenheit der CT gegentber der rES bei Bestimmung des uT- und uN-
Status wurde bereits angesprochen. Bei der Beurteilung ferner liegender
Lymphknoten (paraaortal und parailiakal) und des M-Status bietet hingegen die
CT ihren Vorteil. Dennoch stellt insbesondere das CT-bedingte Understaging von
Lymphknotenmetastasen (< 1 cm) bei Tz-Rektumkarzinomen ein diagnostisches
Problem dar und erfordert eine noch prazisere Bildgebung wie Mehrzeilen-Spiral-
CT mit sekundarer Bildrekonstruktion. Die Bedeutung des Lymphknoten-
durchmessers (< 0,5 cm) im Bezug auf einen metastatischen und insbesondere
mikrometastatischen Befall (Leibl et al. 2003, Sprenger et al. 2010), sowie das
Vorhandensein von Fernmetastasen und einer daraus resultierenden
Prognoseverschlechterung (Kanemitsu et al. 2012) ist bekannt und lasst der
prazisen Detektion von Lymphknoten durch die Bildgebung besondere Bedeutung

zukommen.

26



Material und Methoden

Die hochauflésende Diinnschicht-MRT-Diagnostik erlaubt mit hoher Genauigkeit
die Darstellung der mesorektalen Hullfasziensysteme und deren Lagebeziehung
zum Tumorgeschehen. In neuesten Studien ist die MRT der CT hinsichtlich der
korrekten Beurteilung einer Tumorinfiltration in die mesorektalen Fasziensysteme

Uberlegen (Schmiegel et al. 2010).

2.3 Postoperative Aufbereitung und histopathologische Diagnostik am
Resektat

Unmittelbar nach der operativen Absetzung des Rektumresektates erfolgte eine
Qualitatskontrolle der ausgefuihrten mesorektalen Exzision. Im Rahmen dieser
wurden via abgesetzter A. mesenterica inferior 20 ml Methylenblaulésung (1 ml
Methylenblau verdinnt mit 19 ml Kochsalzlosung) injiziert (siehe Abbildung 8). Die
Qualitat der Resektion wurde nun anhand der Farbstoffaustritte an der Oberflache
des Mesorektums beurteilt. Die Beurteilung der Qualitdt der Mesorektumexzision
erfolgte anhand der MERCURY-Kriterien und wird in drei Grade unterteilt
(M.E.R.C.U.R.Y. 2002, Abbildung 8). Hierbei entspricht Grad 1 einer optimalen Re-
sektion, das Mesorektum ist intakt und zeigt eine glatte Oberflache, die lediglich
geringgradige UnregelmaRigkeiten aufweisen darf. Die Tunica muscularis propria
darf von aul3en nicht sichtbar sein. MERCURY-Grad 2 beschreibt all jene Resektate
mit mafigen Unregelmaligkeiten auf deren Oberflache ohne &ulerlich
identifizierbare Tunica muscularis propria. Der Qualitatsgrad 3 subsummiert
hingegen jene Resektate, die Defekte bis zur Tunica muscularis propria aufweisen
und nach Methylenblauinjektion deutliche Farbstoffaustritte an der Resektat-

oberflache aufweisen.
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Qualitat,

I . -
e Makroskopie Charakterisierung, nach MER.C.UR.Y. (2002)

(2002)

- o | Das Mesorektum ist intakt, bzw. weist
" E lediglich geringe Unregelmafigkeiten auf
> | der glatten Oberflache auf.

Eiftel & | Vorhandene Defekte sind kleiner als 5 mm.

Kein Coning.

Das Mesorektum zeigt mafige
UnregelmaRigkeiten auf der Oberflache.

Grad 2 Die Muscularis propria ist nicht sichtbar
(aulRer am Ansatz der Levatormuskulatur)
| MaRiges Coning.
Es ist wenig Mesorektum vorhanden.
Grad 3

Es liegen Defekte bis zur Muscularis
propria vor

Abbildung 8: Qualitatskontrolle der Mesorektumexzision

Nach der Absetzung des Rektums erfolgte eine Injektion von 20 ml Methylenblauldsung (1 mi
Methylenblau verdinnt mit 19 ml Kochsalzldsung) in die A. mesenterica inferior. Die Qualitat der
Resektion wurde anhand der Farbstoffaustritte an der Oberflache des Mesorektums beurteilt.

Der Begriff Coning (engl.: kegelférmig verlaufend) beschreibt das konusférmige, proximale Ausdiinnen
des distalen Mesorektums im Bezug zur Resektionsebene am Darm. Bei der PME wird ein Coning
durch die zur Darmlangsachse rechtwinklige Durchtrennung des Mesorektum vermieden (Becker et al.
2006).

Diese Abbildung wurde vom Autor der vorliegenden Arbeit selbst erstellt. Das Bildmaterial wurde
freundlicherweise von der Abteilung fir Allgemein-, Viszeral- und Kinderchirurgie der Universitéts-
medizin Gottingen zur Verfugung gestellt.
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Nach erfolgter Qualitatskontrolle der mesorektalen Exzision wurde das native
Resektat nach in der Abteilung fir Pathologie der Universitdtsmedizin Gottingen
etablierten Prozeduren (nach Hermanek et al. (2003), Hermanek und Junginger
(2005), Liersch et al. (2005) sowie Schmiegel et al. (2010)) wie folgt aufgearbeitet:

Das native, nicht aufgespannte Rektumresektat wurde zunéchst ausgemessen und
auf Tumorperforation(en), Lage des Tumors zur peritonealen Umschlagsfalte,
zusatzliche Lasionen, Polypen und Berihrungspunkte mit der TME-Oberflache
untersucht. Es wurde der makroskopische Abstand des distalen Tumorrandes zur
aboralen Resektionsebene gemessen. Bei der TME sollte das gesamte Mesorektum
entfernt worden sein, bei der PME eine zur Darmwand rechtwinklige Exzision in
einem Sicherheitsabstand von 5 cm zum aboralen Tumorrand durchgefuhrt worden
sein. Die Vermessung des Tumors wurde an den Stellen grof3ter longitudinaler und
transversaler Ausdehnung vorgenommen. Der nativen Resektatbeurteilung folgte die
zuglose Aufspannung des Praparates zur Fixierung in Formaldehyd. Der Tumor
wurde anschlieRend der feingeweblichen Untersuchung in lamellierten Querschnitten

inklusive anhdngendem perirektalen Gewebe zugefthrt.

In der histologischen Untersuchung des Tumormaterials wurde die Tumorentitat
(nach WHO-KlIassifikation) bestimmt. In ca. 90% handelt es sich um Adenokarzinome
des Rektums. Diese treten in vier Differenzierungsgraden (Grading 1-4) auf.
Differenzierungsgrad 1 (G1) beschreibt eine gute Differenzierung, G2 eine malige
Differenzierung, G3 eine schlechte Differenzierung und bei G4-Tumoren handelt es
sich handelt um undifferenzierte Karzinome. Mit abnehmender Differenzierung erhdht
sich die Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung. Somit stellt das Grading ein
gualitatives Prognosekriterium dar.

Durch die Bestimmung des ypT-Status (T 1-4) wird die Tiefeninfiltration des Tumors
in die Rektumwand angegeben.

Der regiondare Lymphknotenstatus (ypN-Status; N 0-2) gibt die Anzahl der unter-
suchten und metastatisch befallenen Lymphknoten an. Dem pN-Status wird eine

starke prognostische Aussagekraft zugeschrieben.
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Kanemitsu et al. kamen in einer Studie zu der Feststellung, dass die Anzahl aller
aufgefundenen und darunter die Zahl metastatisch befallener Lymphknoten wichtige
Prognosefaktoren sind. Es sollten daher im OP-Resektat mindestens zwolf Lymph-
knoten untersucht werden (Kanemitsu et al. 2012).

Der ypM-Status dokumentiert das Vorhandensein von Fernmetastasen (M 0/1).

Neben der Untersuchung der oralen, lateralen und aboralen Resektionsrdnder nach
erfolgter praoperativer RCT wird dem CRM (circumferential resection margin) eine
besondere Bedeutung fiur das Auftreten von lokoregionaren Rezidiven zu-
geschrieben. CRM-Positivitat (CRM+) besteht bei einem histopathologisch nach-
gewiesenen Minimalabstand von < 1 mm zwischen der Resektionsebene und dem
residuellen Karzinomgewebe. CRM-Negativitat (CRM-) besteht bei > 1 mm Abstand
des residuellen Tumors vom Resektionsrand. Die Expertise des Operateurs hat im
Hinblick auf eine CRM-negative Resektion starken Einfluss. Wittekind et al. (2009)
erganzten, dass eine CRM-Negativitat im Falle eines Tumorabstandes (> 0 mm und
< 1 mm) nicht mit einer RO-Resektion gleichzusetzen ist und daher von der R-Klassi-
fikation abgegrenzt werden sollte (siehe Tabelle 5). Die R-Klassifikation ist Bestand-
teil der TNM-Klassifikation und gibt die mikro- und makroskopische Tumorfreiheit am

unmittelbaren Resektionsrand an.

CRM-Status Befund R-Klassifikation

CRM + direkter Befall des CRM R1

minimaler Abstand zwischen Tumor und
CRM + RO
CRM £ 1 mm, aber >0 mm

minimaler Abstand zwischen Tumor und

CRM -
CRM>1 mm RO

Tabelle 5: CRM-Status und R-Klassifikation

CRM: circumferential resection margin; + : positiv, - : negativ.
Modifiziert nach Wittekind et al. (2009).
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Weiterhin erfolgt eine mikroskopische Untersuchung hinsichtlich einer Invasion von
Tumorzellen in Blut- bzw. Lymphgefal3e (V 0/1, L 0/1).

Die durch die praoperative Radiochemotherapie induzierte histologisch nach-
weisbare Tumorregression wird mit Hilfe des Tumorregressionsgrades (TRG)
beschrieben. Mit diesem wird das prozentuale Verhaltnis vitaler Tumorzellen zur
umgebenden Fibrose beurteilt (siehe Tabelle 6). Eine komplette (TRG 4) oder hoch-
gradige Tumorregression (TRG 3) nach neoadjuvanter Vorbehandlung gilt als ein un-
abhangiger Prognosefaktor (Wittekind und Tannapfel 2003).

Einteilung TRG nach Dworak et al. (1997)

TRG 0 keine Regression

Pradominanz der Tumorzellen tber die peritumorale Fibrose und

TRG 1
Strahlenvaskulopathie

e r"adiogene fibrotische Veranderungen dominieren, leicht in der
UbersichtsvergrofRerung zu findende Tumorzellnester

- nur vereinzelte, mikroskopisch schwer zu entdeckende Tumorzellen in

dominierend fibrotischem Gewebe und Schleimseen

TRG 4 keine Tumorzellen, nur fibrotisches Gewebe

Tabelle 6: Klassifikation TRG nach neoadjuvanter RCT

Der Tumorregressionsgrad (TRG) wird im Rektumresektat durch mikroskopische Untersuchung
bestimmt und ermdglicht eine friihzeitige Abschatzung des Tumoransprechens auf eine neoadjuvante
RCT. Tabelle modifiziert nach Liersch et al. 2007.
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2.4 Nachweis von ERCC1 durch Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) stellt eine in der klinisch-pathologischen Routine weit
verbreitete und seit Jahrzehnten anerkannte Methode dar, um ein Antigen in einem
histologischen Praparat durch gezielte Anfarbung fur die Mikroskopie sichtbar zu
machen (Taylor und Levenson 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde die Ex-
pression von ERCCL1 in Tumorzellen des Rektumkarzinoms mittels IHC dargestellt
und lichtmikroskopisch untersucht. Im ersten Schritt galt es zunachst den
prozentualen Anteil ERCC1-positiver Tumorzellen im Zellverband des Karzinoms zu
erfassen. In einem weiteren Schritt erfolgte die Beurteilung der Starke der Ex-
pression in ERCC1-positiven Tumorzellen. Sowohl die Quantitat als auch die Qualitat
der Anfarbung waren wesentliche Fragen, welche mit Hilfe der Immunhistochemie
(IHC) beantwortet werden sollten.

Gemald dem Prinzip einer Antigen-Antikorper-Reaktion bindet ein Primarantikdrper
selektiv an eine antigene Determinante. Um daraufhin am Antigenlocus ein sicht-
bares Signal zu erzeugen, muss einer der Antikdrper an ein Detektionssystem
gekoppelt sein, welches das Antigen indirekt farblich nachweisen kann (Lang 2006).
Als Priméarantikérper gegen das Antigen ERCC1 wurde ein aus Mausserum isolierter,
unkonjugierter, monoklonaler Antikérper (Klon 8F1) des Herstellers Diagnostic
BioSystems (Pleasanton, USA; bezogen Uber Zytomed Systems, Berlin) verwendet.
Dieser wurde mit den zu untersuchenden Gewebeschnitten inkubiert. Monoklonale
Antikorper bieten im Gegensatz zu polyklonalen Antikbrpen den Vorteil, dass
Kreuzreaktionen zu anderen Antigenen im untersuchten Gewebeschnitt seltener
auftreten. Das Farbeergebnis wird somit reproduzierbarer. In einem weiteren Schritt
wird das Gewebe mit dem konjugierten Antiserum versetzt, welches polyklonale
Sekundarantikorper enthalt, die sich spezifisch gegen die Primarantikorper richten.
Das Enzym alkalische Phosphatase (AP) ist an die Sekundarantikdrper gebunden
und katalysiert eine Farbreaktion, welche die mikroskopische Identifizierung des
Antigens ERCC1 moglich macht. Nach dem Prinzip der Signalamplifikation verstéarkt
die Mehrfachbindung zahlreicher sekundéarer Antikbrper an einen einzelnen
Primarantikérper das Farbsignal (Lang 2006).
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Sekundirantikorper

Naphthol

Abbildung 9: Indirekte Zwei-Schritt-Methode

Dargestellt sind die spezifische Anbindung des Primarantikdrpers (Klon 8F1; schwarz) an das Antigen
ERCC1 (grin) und die Bindung mehrerer Sekundéarantikdrper (weifl3) an den Primarantikérper (Prinzip
der Signalamplifikation). Das Enzym alkalische Phosphatase (AP; grau) katalysiert eine chemische
Reaktion mit farbigem Produkt (rot). In den Zellkernen ERCC1-positiver Tumorzellen wird ein
leuchtend rotes Farbsignal sichtbar. Dieses wurde anschlieend vom Autor der vorliegenden Arbeit
lichtmikroskopisch quantitativ und qualitativ ausgewertet. Diese Abbildung wurde vom Autor der
vorliegenden Arbeit selbst erstellt.
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2.4.1 Anfertigung histologischer Schnittpraparate

Alle der im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Rektumkarzinombiopsien
(n=165) sowie residuellen Rektumkarzinomgewebe (n=148) wurden ab dem
Zeitpunkt ihrer endoskopischen bzw. operativen Entnahme zeitnah in eine Form-
aldehydlésung Uberflhrt, um den biologischen Zersetzungsprozessen im avitalen
Gewebe entgegenzuwirken.

Die Biopsien und Resektate wurden durch einen Pathologen der Abteilung Gastro-
enteropathologie der Universitdtsmedizin Gottingen (Leitung: Prof. Dr. med. P.
Strobel) zugeschnitten und anschlieend in Kunststoffkassetten (KABE Labortechnik
GmbH, Numbrecht, Deutschland) verwahrt.

In einem Einbettautomaten erfolgte standardisiert die Entwasserung des Gewebes in
einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol sowie anschlieRend die Einbettung in
Paraffin.

Das nun fixierte Gewebe wurde in Formen (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutsch-
land) ausgegossen und auf einer Kiuhlplatte (Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland)
zur Aushéartung gebracht.

Es erfolgte anschlieBend der Zuschnitt mit einem Schlittenmikrotom (Microm HM
430, MICROM International, Walldorf, Deutschland) auf eine Schichtdicke von 2 pum.
Die Schnitte wurden in ein Wasserbad (Temperatur ca. 20°C) eingelegt und im
Anschluss auf adhasive Objekttrager (Starfrost, Engelbrecht Medizin & Labortechnik
GmbH, Edermiinde, Deutschland) aufgebracht.

Folgend wurden die Schnitte zur vollstdndigen Entfaltung auf eine Warmeplatte
(Medax Nagel, Kiel, Deutschland) bei einer Temperatur von ca. 40°C aufgelegt.
Danach wurden die Objekttrager wurden anschlie3end bei einer Temperatur von ca.
37°C in einem Warmeschrank (Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland) fur ca.

zwolf Stunden getrocknet.
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2.4.2 Standardisierte Farbeprozedur

Der durchgefihrten immunhistochemischen Farbung lag das Prinzip der bereits
erlauterten indirekten Zwei-Schritt-Methode zugrunde (siehe Abbildung 9).

Die Farbung der Gewebeschnitte erfolgte mit einem automatisierten Immuno-
farbeautomat (Ventana IHC, Farbeautomat BENCHMARK XT System, Ventana,
Tucson, Arizona, USA). Nach Lang (2006) liegt im Vergleich zu einer manuellen
Farbung der Vorteil eines automatisierten F&arbevorganges in der besseren
Reproduzierbarkeit des Farbeergebnisses.

Primé&r galt es, das zu untersuchende Antigen ERCCL1 flr die Anfarbung freizulegen.
Dies erfolgte unter Verwendung eines Cell Conditioner (Ventana Medical Systems,
Tucson, Arizona, USA) bei einer Temperatur von 100°C fir die Dauer von einer
Stunde.

Das den Primérantikdrper enthaltende Antiserum (Anti ERCC1, Antikorperkion 8F1,
Isotyp 19G2b, Antikorper produzierendes Tier: BALB/C Maus, Konservierungsmittel:
Natriumazid) wurde auf einen Titer von 1:100 verdunnt und mit den Gewebeschnitten
zusammen inkubiert.

Die Inkubationsdauer der Gewebeschnitte mit dem Antiserum bei ca. 20°C
Temperatur betrug 30 Minuten. Wahrend dieser Zeit reagierte der AntikGrper nach
dem Prinzip der Antigen-Antikérper-Reaktion mit dem Protein ERCCL1.

Zur Erzeugung einer Farbreaktion am Antigenlocus wurde ein Detektionsreagenz
verwendet (ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit, Ventana
Medical Systems, Mannheim, Deutschland). Dieses ist speziell fur die Anwendung
mit dem Ventana Farbeautomaten geeignet. Das Reagenz verbessert sowohl die
Intensitat, als auch die korrekte Lokalisation des Farbsignals. Es enthélt einen IgG-
Sekundarantikérper als Multimer, welches eine Anbindung mehrerer alkalischer
Phosphatasen an den einzelnen Sekundarantikbrper ermdglicht. Es resultiert eine
deutlichere Farbreaktion. Das Reagenz ist frei von Biotin, so dass eine falsch-
positive Reaktion mit dem in Geweben ubiquitar vorkommenden endogenen Biotin

vermieden werden kann.
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Die histologischen Schnitte wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe (75% - 96% -
100%, Chemie Vertrieb, Hannover, Deutschland) und anschlielend in Xylol
(Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Niederlande) von restlichem Wasser befreit.
Anschlieend wurden die Praparate unter Verwendung von Vitro Clud (R.
Langenbrinck — Labor und Medizintechnik, Emmendingen, Deutschland) auf dem
Objekttrager mithilfe eines Deckglases (Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,

Deutschland) eingedeckt.

2.4.3 Feingewebliche Untersuchung

Die feingewebliche Untersuchung der Rektumkarzinombiopsien und Resektate
erfolgte mit einem Mikroskop der Firma Zeiss (Axio Imager Il, Carl Zeiss Micro-
imaging GmbH, Deutschland) unter Verwendung der VergroRerungsstufen 2,5-fach,
5,0-fach, 10,0-fach, 20,0-fach und 40,0-fach.

Den Einfluss einer potentiellen Untersucherabhangigkeit bei der lichtmikroskopischen
Auswertung galt es zu minimieren. Es wurde daher die histologische Untersuchung

der Karzinompraparate wie folgt zu standardisiert.

- Die Untersuchung erfolgte bei allen Rektumkarzinombiopsien und
Rektumkarzinomresektaten mit demselben Mikroskop (Zeiss, Axio Imager I, Carl
Zeiss Microimaging GmbH, Deutschland). Im Zeitraum der Auswertung wurden
an diesem Geréat keine Veranderungen in der Einstellung, Reparaturen oder ein

Austausch von untersuchungsrelevanten Komponenten vorgenommen.

- Alle Praparate wurden in einer fur die jeweilige VergroRerungsstufe festgelegten

immer gleichen Lichtstarke mikroskopiert.

- Die komplette Auswertung erfolgte verblindet in absoluter Unkenntnis der

klinischen Patientendaten.
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- Alle Karzinombiopsien und Karzinomresektate wurden in mehreren
Untersuchungsdurchgéangen ausgewertet und von einer Zweitgutachterin (Frau
Dr. med. L.-C. Conradi, Abteilung fur Allgemein-, Viszeral- und Kinderchirurgie
des Zentrum Chirurgie der UMG) gegenkontrolliert. Im Fall einer Diskrepanz

zwischen den Auswertungen wurde der Mittelwert gebildet.

Die Praparate wurden mit der niedrigsten Vergrol3erungsstufe (2,5-fach) beginnend
in zunehmenden VergroRerungsstufen (5-fach bis 40-fach) begutachtet. Primar
wurde ein Uberblick Uber den feingeweblichen Aufbau des Praparates gewonnen
und die vorhandenen Tumorzellen identifiziert. Wie bereits von Sandritter (1974)
beschrieben, zeichneten sich die Tumorareale gegeniber dem umgebenden
Normalgewebe durch vermehrten Zellreichtum, unregelméfige ZellgroRe, poly-
morphe Zellform und eine zugunsten des Kerns verschobene Kern-Zytoplasma-
Relation aus. Es wurde zun&chst quantitativ der prozentuale Anteil der ERCC1-
positiven Tumorzellkerne bestimmt (0-100%). Die Tumorzellen wurden anschlieRend
qualitativ auf die Intensitat der Anfarbung ihrer Zellkerne untersucht und nach vier

Intensitatsstufen unterschieden (siehe Abbildung 10).

Intensitat O Intensitat 1 Intensitat 2 Intensitat 3

- keine Anfarbung - - schwache Anfarbung - - mittelstarke Anfarbung - - starke Anfarbung -

Zellkerne imponieren Zellkerne zeigen eine Zellkerne zeigen eine Zellkerne zeigen eine
ausschlieBlich blau. schwache Rotfarbung. mittelstarke Rotfarbung. starke Rotfarbung.
Der blaue Farbton ist Ein blauer Farbton ist nicht | Ein blauer Farbton ist nicht
jedoch erkennbar. mehr erkennbar. mehr erkennbar.

Abbildung 10: Intensitat der immunhistochemischen Anfarbung

Die fotomikroskopischen Bilder zeigen in 20-facher VergroR3erung exemplarisch verschieden stark
angefarbte Tumorgewebe aus dem Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit. Der jeweiligen An-
farbung liegt das Prinzip der Antigen-Antikdrper-Reaktion zugrunde. Nach der Katalyse durch das
Enzym alkalische Phosphatase wurde in den Zellkernen ERCC1-positiver Tumorzellen ein leuchtend

rotes Farbsignal sichtbar. Diese Abbildung wurde vom Autor der vorliegenden Arbeit selbst erstellt.
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2.5 Statistische Methoden

Die statistischen Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. phil. nat. Manuel
Nietert aus dem Institut fir Medizinische Statistik der Universitatsmedizin Gottingen
(Direktor: Prof. Dr. T. Friede) durchgefiihrt. Die Analysen erfolgten mit Hilfe der
interaktiven Datenanalysesoftware KNIME (KNIME GmbH Deutschland, Version
2.5.4.), welche die Programmiersprache R (www.r-project.org) fur statistische
Berechungen und Grafiken verwendet. Fur samtliche Analysen der vorliegenden
Arbeit wurde ein einheitliches Signifikanzniveau von p < 0,05 festgelegt. Um bei der
Untersuchung der Patientencharakteristika relevante Unterschiede zwischen den
analysierten Subgruppen auszuschlieBen, wurden die in den Ergebnissen an
entsprechender Stelle genannten statistischen Tests angewendet.

Bei der Untersuchung der ERCC1-Expression wurde zwischen niedriger und starker
Expression anhand des jeweiligen Medianwertes des untersuchten Subkollektivs
(cut-off-Wert) unterschieden.

Die Korrelation zwischen ERCC1-Expressionsstarken und den Uberlebensdaten der
Patienten wurde mit Cox-Regressionsanalysen geprift und durch Kaplan-Meier-

Kurven visualisiert.
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2.5.1 H-Score

Um eine mdglichst exakte und objektivere Auswertung der immunhistochemischen
Farbungen zu erreichen, wurde der sog. H-Score verwendet (Ishibashi et al. 2003,
Vilmar et al. 2012). Mit Hilfe des H-Score konnten sowohl die verschiedenen Farbe-
intensitaten sowie die jeweils angefarbten Tumoranteile (in Prozent) dargestellt
werden (siehe Abbildung 11).

H-Score-Formel (Ishibashi et al. 2003):

H-Score = (% Intensitat 0) x 0 + (% Intensitat 1) x 1 + (% Intensitat 2) x 2 +
(% Intensitat 3) x 3

= Abbildung 11: IHC-
keine Farbung = % .
@ (% Zellen ohne =0 Auswertung mittels H-Score
Farbung x 0) =
In den H-Score geht sowohl der

E- -------------------- -E prozentuale Anteil ERCC1-positiver
: %Zelenmit | ) Tumorzellen (0-100%) als auch
: @ schwacher Farbung o 10 0/0 X 1 - 10 i . o .
. + x1 Y deren Farbeintensitaten (0-3) ein.
' ' Die Errechnung des H-Score erfolgte
: () % ZeHerj‘ mit mittlerer _:J\ s . .
: . Farbung ﬁ'v 80 % x 2 = 160 gemal der Formel nach Ishibashi et
' '+ x2 ' al. (2003). Die Abbildung zeigt die
: : Berechnung des H-Score an einem
! % Zellen mit starker | ¥
' . Férbung le\ 10 % x 3 = 30 beliebig gewahlten Beispiel. Diese
1 X | 1l .
o ’ ' Abbildung wurde vom Autor der
- H-Score = 200 vorliegenden Arbeit selbst erstellt.

H-Score (0 - 300)
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3 Ergebnisse

3.1 Resultate der multimodalen Behandlung

In Unkenntnis klinischer Patientendaten wurde eine immunhistochemische Analyse
an 165 pratherapeutischen Rektumkarzinombiopsien sowie 148 residuellen Rektum-
karzinomen im Operationspraparat durchgeftihrt. Die erhobenen Parameter wurden
anschlielBend mit den klinikopathologischen Daten der insgesamt 211 Patienten in
Zusammenhang gebracht und verglichen. Im Rahmen des strukturierten Tumor-
nachsorgeprogramms (Follow-Up) wurden zunachst halbjahrlich und nach Ablauf von
zwei Jahren jahrlich die Follow-Up-Daten der Patienten (u.a. Dokumentation von
Lokalrezidiven, Fernmetastasen und Todesféallen) aktualisiert. Im Folgenden werden
die Ergebnisse der statistischen Analysen vorgestellt.

3.1.1 Operationsverfahren und Resektionsstatus

Bei allen 211 Patienten erfolgte nach neoadjuvanter Radiochemotherapie die
chirurgisch-onkologische Rektumresektion in kurativer Absicht. Eine ARR wurde in
zwei Fallen (1%) der 5-FU-Monotherapie-Kohorte A und in keinem Fall der
Studienkohorte B (5-FU und Oxaliplatin) durchgefuhrt Das haufigste operative Ver-
fahren stellte die kontinenzerhaltende TARR mit TME dar (Kohorte A: 57%, n=79;
Kohorte B: 77%, n=56). In Kohorte A erhielten 39% (n= 54) eine APE mit TME, in
Kohorte B hingegen nur 22% der Patienten (n=16). Die Entscheidung zur APE
erfolgte, wenn sich ein Mindestabstand von zwei Zentimetern zum aboralen Tumor-
rand nicht einhalten lie3 (bei tief sitzenden Rektumkarzinomen des unteren
Rektumdrittels) und/oder bereits eine tumordse Infiltration des Sphinkterapparates
oder der Levatorenmuskulatur vorlag.

Interessanterweise war beim pratherapeutischen Staging die Anzahl der
Rektumkarzinome mit Lokalisation im unteren Rektumdrittel sowohl in der konsekutiv
mit Standard-5-FU therapierten Gruppe als auch in der mit 5-FU und Oxaliplatin
behandelten Gruppe annéhernd gleich verteilt (41% vs. 43%; siehe Kapitel 2.1).
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Eine sehr kleine Anzahl der Patienten (Kohorte A: 2 %, n=3; Kohorte B: 1%, n=1)
wurde mit anderen Operationsverfahren (z.B.: Diskontinuitatsoperation nach
Hartmann) operiert.

Bei 97% (n=134) der Patienten der Kohorte A und bei 99% (n=72) der Kohorte B
erfolgten RO-Resektionen (kein Residualtumor). Eine R1-Resektion (mikroskopischer
Residualtumor) lag bei 1,5% (n=2) der Patienten aus Kohorte A bzw. bei einem
Prozent (n=1) der Patienten aus Kohorte B vor. Eine R2-Resektion (makroskopischer

Residualtumor) trat allein in zwei Fallen (1,5%) in Kohorte A auf.

Therapieregime Neoadjuvante RCT
(5-FU-Mono) p-Wert
(Kohorte A)

Patientenanzahl n=138 % n=73 %

Operationsverfahren

ARR 2 2 0 0

TARR 79 57 56 77 0,07
APE 54 39 16 22

Andere 3 2 1 1
Resektionsstatus

RO 134 97 72 99 0,59
R1 2 1,5 1 1

R2 2 1,5 0 0

Tabelle 7: Operationsverfahren und Resektionsstatus

Abkirzungen: ARR = Anteriore Rektumresektion, TARR = Tiefe anteriore Rektumresektion, APE =
Abdominoperineale Rektumexstirpation, RO = Tumorfreier Resektionsrand, R1 = Mikroskopischer
Residualtumor am Resektionsrand, R2 = Makroskopischer Residualtumor am Resektionsrand.
Statistischer Test: Exakter Chi-Quadrat-Test
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3.1.2 Histopathologische Tumorstadien und lokales Tumoransprechen

Nach neoadjuvanter Vorbehandlung wurden alle Patienten einem den individuellen
klinischen Stagingbefunden angepassten Operationsverfahren unterzogen. Nach
umfassender, standardisierter histopathologischer Untersuchung der Rektum-
resektate durch einen Gastroenteropathologen (siehe Kapitel 2.3) wurde der Tumor-
regressionsgrad (TRG), der ypT-Status, der ypN-Status und M-Status sowie das aus

diesen Befunden resultierende jeweilige postoperative ypUICC-Stadium ermittelt.

Neoadjuvante RCT
(5-FU-Mono) p-Wert
(Kohorte A)

Therapieregime

Patientenanzahl n=138 % n=73 %

ypT — Status

0 9 6,5 7 10

1 8 6 8 11 0,60**
2 36 26 16 22

3 76 55 38 52

4 9 6,5 4 5

ypN — Status

0 84 61 51 70 0,43**
1 34 25 14 19

2 20 14 8 11

Untersuchung der
Lymphknoten (LK)

ypN+ - Patient

LK (gesamt) 3330 1819 0.075*
LK pro Patient 24 25 ’
LK-Metastasen 204 67

(gesamt)

LK — Metastasen pro 38 3.2 0.036*

Tabelle 8: Histopathologische Befunde nach Resektataufarbeitung

Abkirzungen: ypT = T-Status nach neoadjuvanter RCT, ypN = N-Status nach neoadjuvanter RCT,

ypN+ = nodal-positive Patienten nach neoadjuvanter RCT, LK = Lymphknoten.
Statistische Tests: * Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (= WMW-Test), ** Exakter Chi-Quadrat-Test
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Der ypT-Status (siehe Tabelle 8) beschreibt die mikroskopisch sichtbare Tiefen-
infiltration des Tumors nach praoperativer RCT. Ein ypT4-Status (organ-
uberschreitender Tumor) zeigte sich in den beiden Kohorten annahernd gleich héufig
(Kohorte A: 6,5%, n=9; Kohorte B: 5%, n=4). Die meisten Tumoren hatten sowohl
unter 5-FU-Monotherapie (55%, n=76) als auch unter intensivierter Radio-
chemotherapie (52%, n=38) postoperativ einen ypT3-Status (Nachweis residueller
Tumorinfiltration im mesorektalen Fettgewebe).

Einen ypT2-Status zeigte sich zu 26% (Kohorte A) und 22% (Kohorte B) in beiden
Patientengruppen ahnlich haufig. In Kohorte A und B hatten jeweils acht Patienten
einen ypT1l-Tumor (bis in die Tunica submucosa infiltrierend): Kohorte A: 6%,
Kohorte B: 11%. Den Vergleich der T-Status vor und nach praoperativer RCT ver-

anschaulicht Tabelle 9.

Der ypN-Status (siehe Tabelle 8) bertcksichtigt die Anzahl der untersuchten und der
metastatisch befallenen Lymphknoten im Rektumresektat. Sowohl in Kohorte A als
auch B wiesen deutlich tber die Hélfte der Patienten (A: 61%, n=84, B: 70%, n=51)
einen negativen Nodalstatus (ypNO) auf. In 25% (n=34) bzw. 19% (n=14) lag in
Kohorte A bzw. B ein ypN1-Status vor. In einem ypN2-Status befanden sich in
Kohorte A 20 Patienten (14%), bzw. in Kohorte B acht Patienten (11%). In der histo-
pathologischen Untersuchung wurden insgesamt 5149 Lymphknoten (Kohorte A:
n=3330, Kohorte B: n=1819) detektiert. Dies entsprach pro Patient durchschnittlich
24 Lymphknoten in der 5-FU-Monotherapie-Kohorte bzw. 25 Lymphknoten in der 5-
FU/Oxaliplatin-Kohorte. Nodal-positive Patienten aus Kohorte A hatten durch-
schnittlich 3,8 Lymphknotenmetastasen und Patienten der intensiviert vor-
behandelten Kohorte B wiesen im Durchschnitt 3,2 Lymphknotenmetastasen
(p=0,04) auf.
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Der

starke Einfluss des Nodalstatus (ypN-Status) auf die Prognose beim

Rektumkarzinom ist bekannt. Im untersuchten Patientenkollektiv erweist sich der

ypN-Status als aussagekraftiger Prognosefaktor hinsichtlich Fernmetastasierung
(p=0,0029), DFS (p=0,004) und CSS (p=0,0024). Siehe Abbildung 12.
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Abbildung 12: Prognostischer Einfluss des Nodalstatus

Der postoperative Nodalstatus (ypN-Status) erweist sich im untersuchten Patientenkollektiv der

vorliegenden Arbeit als starker Prognosefaktor hinsichtlich Fernmetastasierung (p=0,0029), DFS
(p=0,004) und CSS (p=0,0024).
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Ein ypUICC-Stadium IV lag bei 7% (n=9) der Patienten der Kohorte A und 11% (n=8)
der Patienten der Kohorte B vor. In Stadium Il befanden sich 49 Patienten (35%)
(Kohorte A) und 17 Patienten (23%) (Kohorte B). 31% (n=43) der Patienten (Kohorte
A), bzw. 26% (n=19) der Patienten (Kohorte B) wiesen postoperativ ein ypUICC-II-
Stadium auf. In 21% (n=29) der Félle der Kohorte A und 30% (n=22) der Kohorte B
lag ein ypUICC Stadium | vor. Eine komplette Remission (ypUICC-Stadium 0 = kein
vitaler Tumor histopathologisch nachweisbar) trat bei 6% (n=8) in Kohorte A und 10%
(n=7) in Kohorte B auf.

Die postoperative Beurteilung des Tumorregressionsgrades (TRG) nach neo-
adjuvanter Radiochemotherapie im Rahmen der histopathologischen Untersuchung
der Rektumresektate ergab folgende Ergebnisse (siehe Tabelle 9):

Keine Tumorregression (TRG 0) zeigte in Kohorte A ein Patient (1%), in Kohorte B
kein Patient. Eine geringe Regression des Tumorgewebes (TRG 1) wiesen in Ko-
horte A 13% (n=18) und in Kohorte B 12% der Patienten (n=9) auf. In Kohorte A
erreichten 30% (n=41) der Patienten einen TRG 2 und in Kohorte B 22% (n=16).
Einen TRG 3 zeigten 49% (n=68) der Patienten der Kohorte A und 56% der Pa-
tienten (n=41) der Kohorte B. Eine totale Tumorregression (TRG 4) erreichten in
Kohorte A (5-FU-Monotherapie) 10 Patienten (7%) und in Kohorte B (5-FU und Oxali-
platin) 7 Patienten (10%). Es liel3 sich kein Unterschied im TRG zwischen beiden
Therapiekohorten feststellen (p=0,67).

Bei Erreichen einer pathological complete remission (pCR; TRG 4 und negativer
Nodalstatus) nach neoadjuvanter Vorbehandlung hat der TRG eine enorme
Aussagekraft fur das Disease Free Survival der Karzinompatienten. Patienten in
kompletter Remission zeigten innerhalb der Nachbeobachtungsperiode ein DFS von
100%.
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Therapieregime Neoadjuvante RCT
(5-FU-Mono) p-Wert
(Kohorte A)
Patientenanzahl n=138 % n=73 %
ypUICC - Stadium
0 8 6 7 10
I 29 21 22 30 0,31
Il 43 31 19 26
1] 49 35 17 23
\Y 9 7 8 11
Vergleich c- vs. p-
UICC-Stadium
0,199
Downstaging 66 48 42 58
Kein Unterschied 55 40 27 37
Understaging 17 12 4 5
Vergleich cT- vs.
ypT-Stadium
Downsizing 57 42 34 47 0.76
Kein Unterschied 75 54 36 49
Undersizing 6 4 3 4
Tumorregression
TRGO 1 1 0 0
TRG 1 18 13 9 12 0,67
TRG 2 41 30 16 22
TRG 3 68 49 41 56
TRG 4 10 7 7 10

Tabelle 9: Postoperative UICC-Klassifikation und Tumorregression

Statistischer Test: Exakter Chi-Quadrat-Test

ypUICC: UICC-Klassifikation nach neoadjuvanter RCT und Operation.

Downstaging: Die RCT bewirkte eine Verringerung des ypUICC-Stadiums im Vergleich zum
pratherapeutischen Staging (cUICC).

Downsizing: Die RCT bewirkte eine Verringerung des ypT-Status im Vergleich zum
pratherapeutischen Staging (cT-Status).

Understaging: Tumoren, die nach RCT ein hdheres ypUICC-Stadium aufweisen, wurden in der
cUICC-Klassifikation zu niedrig eingestulft.

Undersizing: Tumoren, die nach RCT ein héheres ypT-Status aufweisen, wurden in der cT-

Klassifikation zu niedrig eingestuft.
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3.1.3 Nachsorgeergebnisse (Follow-Up)

Die mediane Dauer der Nachbeobachtung bei der mit 5-FU-Monotherapie
behandelten Patientenkohorte A betrug 61 Monate (Minimum: 2 Monate, Maximum:
164 Monate, Mittelwert: 67 Monate). Demgegentber lag in Patientenkohorte B das
mediane Follow-Up bei 36 Monaten (Minimum: 1 Monat, Maximum: 93 Monate,
Mittelwert: 43 Monate), bedingt durch den spateren Beginn der CAO/ARO/AIO-04-
Studie. Der letzte Nachbeobachtungsmonat fur die Auswertungen der vorliegenden
Arbeit war der April 2012.

Im Nachbeobachtungszeitraum waren 70% (n=97) der Patienten der Kohorte A,
sowie 68% (n=50) der Patienten der Kohorte B frei von Rezidiven. Ein isoliertes
Lokalrezidiv zeigte in Kohorte A ein Patient (1%) und in der intensiviert behandelten
Kohorte B 2 Patienten (3%). Ein simultan mit einer Fernmetastase aufgetretenes
Lokalrezidiv wurde in Kohorte B bei 3% (n=2) der Patienten beobachtet, in der 5-FU-
Monotherapie-Kohorte A bei 7% (n=10) der Patienten. Ein fernmetastasiertes
Tumorleidens lag in Kohorte A bei 29% (n=40) der Patienten vor und in Kohorte B bei
29% (n=21) der Patienten. Die Organzugehoérigkeit der insgesamt 40
Fernmetastasen in Kohorte A war wie folgt: Leber (22,5%, n=9), Lunge (30%, n=12)
sowie in anderer Lokalisation (47,5%, n=19). In Kohorte B lagen insgesamt 21
Fernmetastasen vor. Davon traten 12 in der Leber (57%), 2 in der Lunge (9,5%) und
7 (33,5%) in anderer Lokalisation auf.

Tumorbedingte und tumorunabhangige Todesfalle zusammenfassend, verstarben im
Zeitraum der Nachbeobachtung 25% (n=35) der Patienten der Kohorte A (5-FU-
Monotherapie) und 36% (n=26) der Patienten aus Kohorte B (5-FU und Oxaliplatin).
Zum Zeitpunkt der letzten Datenerhebung erlitten annahernd gleich viele Patienten
der beiden Therapiegruppen A und B einen tumorbedingten Tod (Kohorte A: 17%,
n=24; Kohorte B:16%, n=12). Siehe zu diesem Kapitel Tabelle 10.
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Therapieregime

Neoadjuvante RCT

(5-FU-Mono)

(Kohorte A)
Patientenanzahl n=138 % n=73 %
Rezidive
Keine 97 70 50 68
Lokal 1 1 2 3
Fernmetastasen 30 22 19 26
Lokal- & 10 7 2 3
Fernmetastasen
Fernmetastasen
Leber 9 22,5 12 57
Lunge 12 30 2 9,5
Leber & Lunge 0 0 0 0
Andere 19 47,5 7 33,5
Follow-Up-Zeit
(Monate)
Mittelwert 67 43
Median 61 36
Min — Max 2-164 1-93
Todesfalle
gesamt 35 26
tumorbedingt 24 12

Tabelle 10: Nachsorgeergebnisse (Follow-Up)

Das mediane Follow-Up betrug in Kohorte A 61 Monate (Minimum: 2 Monate, Maximum: 164 Monate,

Mittelwert: 67 Monate), in Patientenkohorte B 36 Monate (Minimum: 1 Monat, Maximum: 93 Monate,

Mittelwert: 43 Monate). Das kirzere mediane Follow-Up in Kohorte B ist durch den spéateren Beginn
der CAO/ARO/AIO-04-Studie bedingt. Letzter Nachbeobachtungsmonat fur die Auswertungen der

vorliegenden Arbeit: April 2012.
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3.2 Proteinexpression von ERCC1

Die Biopsien und Resektate der Rektumkarzinome wurden hinsichtlich ihrer immun-
histochemisch ERCC1-positiv angefarbten Tumoranteile und deren Farbintensitaten
lichtmikroskopisch untersucht (siehe Kapitel 2.4.3).

Die Tumorareale zeigten haufig keine einheitliche Farbeintensitat, sondern im-
ponierten vielmehr durch eine heterogene Verteilung unterschiedlicher Farb-
intensitaten innerhalb desselben Tumorzellverbandes. Um diesem Ph&nomen in der
mikroskopischen Untersuchung Rechnung zu tragen, wurde der H-Score genutzt
(siehe Kapitel 2.5.1). Dieser vermag sowohl die verschiedenen Farbintensitaten als
auch deren prozentuale Verteilung im untersuchten Praparat durch einen nu-

merischen Wert zwischen 0 und 300 auszudrticken (siehe Abbildung 11).

3.2.1 Proteinexpression von ERCCL1 in der Biopsie

Die H-Scores der Biopsien (n=165) erreichten Werte zwischen 0 bis maximal 300
(siehe Tabelle 11). Die mediane Expressionsstarke von ERCCL1 in der Biopsie lag in
Kohorte A bei 145, in Kohorte B bei 150. Im Vergleich der beiden Therapiekohorten
A und B zeigte sich kein relevanter Unterschied in der Expression von ERCCL1 in der
Biopsie (p=0,66).

Therapieregime Neoadjuvante RCT
(5-FU-Mono) p-Wert
(Kohorte A)

Histologisches
Material

Biopsie (n=165) 107 58

ERCC1-Expression

Min — Max 0-300 0-300 0,66
Mittelwert 153 163
Median 145 150

Tabelle 11: ERCC1-Expression der Biopsien
Statistischer Test: WMW-Test
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3.2.2 Proteinexpression von ERCC1 im Resektat

Therapieregime Neoadjuvante RCT
(5-FU-Mono) p-Wert
(Kohorte A)

Histologisches

Material

Resektate (n=148) 95 53

ERCC1-Expression

Min — Max 0-200 0-200 0,84

Mittelwert 40 38

Median 10 10

Tabelle 12: ERCC1-Expression der Resektate
Statistischer Test: WMW-Test

Die H-Scores der Resektate (n=148) erreichten Werte zwischen 0 bis maximal 200,

wobei die mediane ERCC1-Expressionsstarke in Kohorte A und B jeweils bei 10 lag.

In den Therapiekohorten A und B zeigte sich ebenfalls kein relevanter Unterschied in
der Expression von ERCC1 (p=0,84). Siehe Tabelle 12.
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Abbildung 13: H-Score-Verteilung in Biopsie und Resektat

Darstellung der H-Score-Verteilung in den Biopsien (n= 165; oberes Balkendiagramm) und
Resektaten (n=148; unteres Balkendiagramm), differenziert nach neoadjuvanter RCT (rot: 5-FU-
Monotherapie, grin: 5-FU + Oxaliplatin). Bei einem medianen H-Score von 145 (5-FU) bzw. 150 (5-
FU+Oxaliplatin) in den Biopsien und einem medianen H-Score von 10 (5-FU sowie 5-FU+Oxaliplatin)
in den Resektaten zeigte sich in den beiden Therapiekollektiven jeweils eine signifikant niedrigere
Expression von ERCCL1 in den Resektaten (p<0,05; WMW-Test).
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Abbildung 14: ERCC1-Expression in allen Biopsien und Resektaten

Die Biopsien der Kohorte A (n=107) zeigten eine mediane Expression von 145, die der Kohorte B
(n=58) 150. Es bestand kein Unterschied zwischen den Kohorten (p=0,66; WMW-Test). Die Resektate
der Kohorte A (n=95) zeigten eine mediane Expression von 10, die der Kohorte B (n=53) ebenfalls
von 10. Es bestand kein Unterschied zwischen Kohorte A und B (p=0,84; WMW-Test). Fir beide
Therapiekohorten lie’ sich jeweils eine signifikant niedrigere ERCC1-Expression im postoperativen

Resektattumor im Vergleich zur pratherapeutischen Biopsie feststellen (p<0,05; WMW-Test).
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3.2.3 Proteinexpression von ERCCL1 in gepaartem Tumormaterial

Bei 102 Patienten lag sowohl eine pratherapeutische Biopsie als auch Tumorgewebe
aus dem Resektat zur Untersuchung vor. Im Vergleich zu den pratherapeutischen
Biopsien zeigte sich im postoperativen Resektattumorgewebe eine signifikant
niedrigere Expression von ERCC1 (p<0,05; WMW-Test). Siehe hierzu auch
Abbildung 15.
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Abbildung 15: ERCC1-Expression in gepaartem Tumormaterial

Bei 102 Patienten lag jeweils sowohl eine pratherapeutische Biopsie als auch postoperatives
Resektattumorgewebe vor (gepaartes Tumormaterial). In den Biopsien (n=102) betrug die minimale
Expression 0, die maximale Expression 300. Die mediane Expression lag bei 148,5. Die Resektate
(n=102) zeigten Expressionslevel zwischen 0 und 200. Der Median lag bei 10. Im gepaarten Tumor-
material war die ERCC1-Expression im Resektattumorgewebe signifikant geringer als in der
pratherapeutischen Biopsie (p < 0,05; WMW-Test).
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Abbildung 16: ERCC1-Expression in gepaarten Biopsien und Resektaten

Die Biopsien der 5-FU-Kohorte (Kohorte A; n=64) zeigten eine mediane Expression von 142,5, die der
mit Oxaliplatin intensiviert vorbehandelten Kohorte B (n=38) 180. Die Resektate der Kohorte A (n=64)
zeigten eine mediane Expression von 10, die der Kohorte B (n=38) ebenfalls 10. Innerhalb beider
Therapiekohorten A und B liel3 sich jeweils eine signifikant niedrigere ERCC1-Expression im post-
operativen Resektattumorgewebe feststellen (p<0,05, WMW-Test).
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3.3 Untersuchung des pradiktiven Potentials von ERCC1

3.3.1 Pratherapeutische ERCC1-Expression und TRG

Um das pradiktive Potential von ERCCL1 in lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinomen
zu evaluieren, wurden die Expressionslevel der pratherapeutischen Biopsien mit dem
histopathologisch ermittelten TRG korreliert. Es zeigte sich weder in Kohorte A noch
in der intensiviert vorbehandelten Kohorte B ein relevanter Zusammenhang zwischen
der pratherapeutisch ermittelten ERCC1-Expression und dem lokalen Tumor-
ansprechen nach neoadjuvanter RCT gemessen am TRG (5-FU-Monotherapie:
p=0,471; 5-FU + Oxaliplatin: p=0,147). Siehe Abbildung 17.
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Abbildung 17: Pratherapeutische ERCC1-Expression und TRG

Die préatherapeutische ERCC1-Expression in den Biopsien der 5-FU-Kohorte (n=107, linke Grafik)
zeigte keinen Zusammenhang mit dem Therapierespons gemessen am postoperativen TRG (p=0,471;
Kruskal-Wallis-Test). Auch die pratherapeutische ERCC1-Expression in den Biopsien der intensiviert
vorbehandelten 5-FU/Oxaliplatin-Kohorte (n=58, rechte Grafik) zeigte keinen Zusammenhang mit dem

postoperativen TRG (p=0,147, Kruskal-Wallis-Test).
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3.3.2 Pratherapeutische ERCC1-Expression und ypT-Status

Die Expression von ERCCL1 in allen 107 pratherapeutischen Biopsien der 5-FU-
Kohorte sowie in allen 58 pratherapeutischen Biopsien der mit Oxaliplatin intensiviert
behandelten Kohorte wurde auf einen Zusammenhang mit der residuellen lokalen
Tiefeninfiltration des Rektumkarzinoms (ypT-Status) nach erfolgter RCT untersucht
(siehe Abbildung 18). Es zeigte sich sowohl in Kohorte A als auch in Kohorte B kein
Zusammenhang zwischen der pratherapeutisch ermittelten ERCC1-Expression und
dem ypT-Status (5-FU-Monotherapie: p=0,171; 5-FU + Oxaliplatin: p=0,235). Siehe
Abbildung 18.
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Abbildung 18: Pratherapeutische ERCC1-Expression und ypT-Status
Die ERCC1-Expression in den pratherapeutischen Biopsien der 5-FU-Kohorte (n=107, linke Grafik)
zeigte keinen Zusammenhang mit der Tiefeninfiltration des Tumors im OP-Tumorresektat (p=0,171,
Kruskal-Wallis-Test). Zwischen der pratherapeutischen ERCC1-Expression in den Biopsien der 5-FU/
Oxaliplatin-Kohorte (n=58, rechte Grafik) und dem ypT-Status liel? sich ebenfalls kein Zusammen-

hang erkennen (p=0,235, Kruskal-Wallis-Test).
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3.3.3 Pratherapeutische ERCC1-Expression und ypN-Status

Die Evaluation des pradiktiven Potentials der ERCC1-Expression in der
pratherapeutischen Tumorbiopsie im Hinblick auf den postoperativen Nodalstatus
(ypN-Status) nach RCT wurde fur beide Therapiekohorten durchgefihrt. Es liel3 sich
weder in Kohorte A (p=0,881) noch in der Kohorte B (p=0,393) ein relevanter
Zusammenhang zwischen pratherapeutischer Expression und dem ypN-Status
darstellen (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Pratherapeutische ERCC1-Expression und ypN-Status

Die linke Grafik zeigt keinen Zusammenhang (p=0,881, Kruskal-Wallis-Test) zwischen der préa-
therapeutischen ERCC1-Expression und dem postoperativen Nodalstatus (ypN-Status). Eine analoge
Untersuchung erfolgte fur die intensiviert vorbehandelte 5-FU/Oxaliplatin-Kohorte (rechte Grafik). Die
Expression von ERCC1 korrelierte auch diesem Kollektiv nicht mit dem ypN-Status (p=0,393, Kruskal-
Wallis-Test).
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3.3.4 Pratherapeutische ERCC1-Expression und ypM-Status

Ein nicht signifikanter Trend zeigte sich im Zusammenhang zwischen der
pratherapeutischen ERCC1-Expression und dem postoperativen ypM-Status in
Kohorte A. Die sechs Patienten im ypM1-Stadium zeigen tendenziell eine niedrigere
mediane Expression von ERCC1 in der préatherapeutischen Biopsie (p=0,063). Es
zeigen sich jedoch auch unter den 101 nicht fernmetastasierten Tumorpatienten der
Kohorte A (ypMO) niedrige ERCC1-Expressionen.

In der intensiviert vorbehandelten Kohorte B zeigt sich kein signifikanter Zusammen-
hang zwischen der ERCC1-Expression und dem ypM-Status (p=0,22). Siehe Ab-
bildung 20.
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Abbildung 20: Pratherapeutische ERCC1-Expression und ypM-Status

Ein nicht signifikanter Trend lie3 sich im Zusammenhang zwischen der pratherapeutischen ERCC1-
Expression und dem ypM-Status in Kohorte A (n=107, linke Grafik) beobachten (p=0,063, WMW-
Test). Die pratherapeutische ERCC1-Expression in den Biopsien der intensiviert vorbehandelten 5-
FU/Oxaliplatin-Kohorte (n=58, rechte Grafik) zeigte keinen relevanten Zusammenhang mit dem ypM-
Status (p=0,22, WMW-Test).
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3.4 Zusammenhang zwischen pratherapeutischer Expression mit dem
Langzeit-Follow-Up

Die Korrelation der pratherapeutischen ERCC1-Expression in der Biopsie mit den
Daten des Langzeit-Follow-Up (Lokalrezidivrate, Fernmetastasen, Disease Free
Survival (DFS) und Cancer Specific Survival (CSS)) diente der Untersuchung des
moglicherweise prognostischen Potentials des Biomarkers.

Zunachst wurde die Expression von ERCC1 in allen vorliegenden Biopsien (n=165,
H-Score-Werte von 0-300) mit den Follow-Up-Daten korreliert. Es erfolgte eine
Unterscheidung zwischen Tumoren mit einer hohen Expression (H-Score >149) und
jenen, mit niedriger Expression (H-Score <149). Der cut-off-Wert (=149) orientierte
sich an der medianen Expression von ERCC1 in den pratherapeutischen Biopsien.
Es stellte sich in den durchgefihrten Cox-Regressionsanalysen kein relevanter
Zusammenhang mit dem Auftreten lokoregionarer Rezidive (p=0,12) und/oder dem
Auftreten von Fernmetastasen (p=0,89) dar. Auch hinsichtlich DFS (p=0,76) und
CSS (p=0,29) liel sich kein relevanter Zusammenhang erkennen.

Zusatzlich zur Untersuchung aller vorliegender Biopsien (n=165, H-Score-Werte von
0-300) wurden in einem zweiten Schritt nur jene Biopsien (n=133) untersucht, die
entweder eine sehr hohe Expression (H-Score >175, n=70) oder eine sehr niedrige
Expression (H-Score <125, n=63) zeigten. Biopsien mit mittelstarker Expression (H-
Scores >125 und <175) waren nicht Bestandteil dieser Subgruppenanalyse.

Es zeigte sich, dass jene Patienten (n=70), deren pratherapeutische Biopsie eine
hohe ERCC1-Expression (H-Score >175) aufgewiesen hatte, signifikant haufiger von
Lokalrezidiven betroffen waren (p=0,03). Eine starke Expression von ERCC1 (H-
Score >175) in der pratherapeutischen Biopsie konnte folglich von prognostischer
Bedeutung fur Tumorpatienten hinsichtlich des Risikos fir ein Lokalrezidiv sein.

Ein Zusammenhang zwischen der ERCC1-Expression und dem Auftreten von
Fernmetastasen zeigte sich nicht (p=0,76). Zur weiteren lllustration siehe die Kaplan-
Meier-Kurven in Abbildung 21.
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Abbildung 21: Lokalrezidivrate und Fernmetastasen bei Patienten mit sehr

hoher bzw. sehr niedriger ERCC1-Expression in der Biopsie

(Kaplan-Meier-Kurven, p-Werte aus Cox-Regressionsanalysen)

Zwischen der Expression von ERCC1 und dem DFS stellte sich kein relevanter

Zusammenhang dar (p=0,45). Bezuglich des krebsspezifischen Uberlebens (CSS)

zeigt sich ein nicht signifikanter Trend. Eine hohe Expression von ERCC1 (H-Score

>175) ging mit einem verkirzten CSS einher (p=0,14). Siehe erganzend die Kaplan-

Meier-Kurven in Abbildung 22.
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Abbildung 22: DFS und CSS bei Patienten mit sehr hoher bzw. sehr niedriger

ERCC1-Expression in der Biopsie

(Kaplan-Meier-Kurven, p-Werte aus Cox-Regressionsanalysen)
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Eine weitere Analyse diente der Untersuchung des prognostischen Potentials von
ERCCL1 in der pratherapeutischen Biopsie abhéngig vom postoperativen Nodalstatus
(ypN-Status) der Patienten. Der postoperative Nodalstatus per se ist ein sehr
bedeutender Prognosefaktor beim Rektumkarzinom.

Es lagen 112 pratherapeutische Biopsien nodal-negativer Patienten (ypNO) und 48
pratherapeutische Biopsien nodal-positiver Patienten (ypN1 und ypN2) zur Unter-
suchung vor. Die pratherapeutischen Biopsien nodal-negativer Patienten (n=112)
wurden hinsichtlich der Expressionsstarke von ERCC1 (hohe Expression: H-Score
>152,5, niedrige Expression: H-Score <152,5) unterschieden. Die Einteilung der
Expression orientierte sich an der medianen ERCC1-Expression in den Biopsien
nodal-negativer Patienten.

Im Subkollektiv nodal-negativer Patienten deutete sich ein Zusammenhang zwischen
einer hohen Expression von ERCC1 (H-Score >152,5) und einem verkirzten CSS an
(p=0,056). Siehe hierzu Abbildung 23.

B T Abbildung 23: ERCC1-
Expression in der Biopsie

087 von ypNO-Patienten und CSS
(Kaplan-Meier-Kurven; p-Werte aus

0,6 Cox-Regressionsanalysen)

% Nodal-negative Patienten (Anzahl

0.4 pratherapeutischer Biopsien =112)

zeigten eine deutliche, jedoch
insignifikante Tendenz (p=0,056), bei
0.27p= 0,056 hoher ~ ERCC1-Expression  (H-

Score>152,5) ein verkiirztes CSS zu
[l Hohe Expression; n= 56

0,0 . Niedrige Expression; n= 56 zeigen.

T T
0 50 Monate 144 150

61



Ergebnisse

3.5 Zusammenhang zwischen Resektat-Expression und Langzeit-

Follow-Up

Auch im residuellen Tumorgewebe der Rektumresektate (n=148) wurde das pro-
gnostische Potential des Biomarkers ERCC1 untersucht.

Bei der Untersuchung der ERCC1-Expression im postoperativen Tumor wurde
anhand des am Median orientierten cut-off-Wertes von 9 zwischen hoher (H-Score
>9, n=91) und niedriger Expression (H-Score <9, n=57) differenziert.

Die ERCC1-Expression im residuellen Tumor zeigte keinen Zusammenhang mit dem
Auftreten lokoregionarer Rezidive (p=0,55). Ebenso wenig hing die ERCC1-Ex-
pression mit dem Auftreten von Fernmetastasen zusammen (p=0,8). Siehe
Abbildung 24.
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Abbildung 24: Lokalrezidivrate und Fernmetastasen bei Patienten mit hoher

bzw. niedriger ERCC1-Expression im Resektat

(Kaplan-Meier-Kurven, p-Werte aus Cox-Regressionsanalysen)
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Ebenso liel3 sich keine Verbindung zwischen der Expression und dem DFS (p=0,9)
feststellen. Auch das krebsspezifische Uberleben (CSS) erwies sich nicht mit der
ERCC1-Expression assoziiert (p=0,6). Siehe Abbildung 25.
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Abbildung 25: DFS und CSS bei Patienten mit hoher bzw. niedriger ERCC1-
Expression im Resektat

(Kaplan-Meier-Kurven, p-Werte aus Cox-Regressionsanalysen)

In einer weiteren Analyse wurden die beiden Therapiekohorten A (RT + 5-FU) und B
(RT + 5-FU/ Oxaliplatin) hinsichtlich des Zusammenhanges zwischen der Expression
von ERCC1 im postoperativen Resektat und dem Survival getrennt untersucht.

In der separaten Analyse der Therapiekohorten A und B hinsichtlich des krebs-
spezifischen Uberlebens (CSS) zeigte sich bei jenen Patienten mit hoher ERCC1-
Expression (H-Score >9) im residuellen Tumor ein nicht-signifikanter Trend
(p=0,065). Diese Patienten wiesen unter Oxaliplatin-basierter RCT ein gunstigeres
CSS im Langzeit-Follow-Up auf als Tumoren mit niedriger Expression (H-Score <9).
Demgegeniber zeigten all jene Patienten, die eine 5-FU-basierte RCT erhielten, kein
besseres CSS bei einer hohen Expression (H-Score >9) von ERCC1 im post-
operativen Tumorgewebe nach RCT (p=0,87). Siehe Abbildung 26.
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Abbildung 26: CSS bei Patienten mit hoher bzw. niedriger ERCC1-Expression
im Resektat, aufgetrennt nach Therapieregime

(Kaplan-Meier-Kurven, p-Werte aus Cox-Regressionsanalysen)
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4 Diskussion

Die Resultate der CAO/ARO/AIO-94-Studie fuhrten zu einer Therapieumstellung
beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom. Weg von der primaren Operation, hin
zu einer 5-FU-basierten neoadjuvanten Radiochemotherapie (Sauer et al. 2004). Ein
wesentliches Ziel dieser therapeutischen Vorgehensweise ist die Verkleinerung des
makro- und mikroskopischen Tumorbefundes (Downsizing) und eine Abstufung des
Tumorgeschehens innerhalb der UICC-Klassifikation (Downstaging). In einem kon-
sekutiven Schritt wird die Auswirkung einer Intensivierung der neoadjuvanten RCT
durch die Kombination von 5-FU mit weiteren Chemotherapeutika untersucht. Zu
diesen additiven Chemotherapeutika im neoadjuvanten Setting zahlt insbesondere
das Oxaliplatin. Dieses wurde bisher in zahlreichen Studienprotokollen (u.a.
CAO/ARO/AIO-04-Studie, ACCORD 12/0405-Prodige 2-Studie, STAR-01-Studie,
NSABP R-04-Studie, siehe Tabelle 13, S.74) etabliert. Im Vergleich zu den rein 5-
FU-basierten neo-adjuvanten Therapieprotokollen konnte lediglich fur die Patienten
der CAO/ARO/AIO-04-Studie eine signifikant hohere pCR-Rate (pathological
complete response) gezeigt werden. Im Gegensatz zu den allein 5-FU-basierten
Kontrollkohorten war allen Oxaliplatin-basierten Studienprotokollen gemeinsam, dass
toxische Therapienebenwirkungen der neoadjuvanten Vorbehandlung hé&aufiger
auftraten. In diesem Kontext ware es ein erstrebenswertes Ziel, Therapieresponder
von NonRespondern a priori unterscheiden zu kénnen, um dem einzelnen Patienten
eine individuell bestwirksame und vertragliche Therapie zukommen lassen zu
kbnnen. Eben dieses Ziel wird auch durch die KFO 179 (http://www.kfol179.de)
verfolgt. Daher wurde in der vorliegenden Dissertation das NER-Protein ERCC1
untersucht, weil es als moéglicher Hoffnungstrager fir eine individualisierte Therapie
von Tumorpatienten (McNeil und Melton 2012) und als potentieller pradiktiver und
prognostischer Biomarker (Bohanes et al. 2011, Vilmar et al. 2012) in den letzten

Jahren zunehmend in den Fokus der klinischen Forschung geruckt ist.
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4.1 Charakteristika der untersuchten Patientenkohorten

Im untersuchten Patientenkollektiv waren mehr Manner als Frauen an einem lokal-
fortgeschrittenen Rektumkarzinom erkrankt. Das durchschnittliche Erkrankungsalter
betrug bei beiden Geschlechtern 63 Jahre (siehe Tabelle 3). Es handelte sich bei
den Patienten zwar um ein anhand der UICC-Klassifikation vorselektioniertes
Patientenkollektiv, jedoch decken sich die Daten mit denen weltweiter Krebs-
statistiken, die eine erhohte Inzidenz von KRK sowohl beim méannlichen Geschlecht
als auch im hoheren Lebensalter beschreiben (Jemal et al. 2011).

Hinsichtlich der Tumorlokalisation ab ano zeigte sich in beiden Therapiekohorten
eine ahnliche Verteilung zugunsten der unteren und mittleren Rektumdrittel (siehe
Tabelle 3). Patienten mit einem Tumorsitz im oberen Rektumdrittel werden gegen-
wartig im Rahmen der durch die German Advanced Surgical Trial Group konzipierten
GAST-05-Studie primar operiert. Ziel dieser Studie ist der Vergleich zwischen par-
tieller und totaler mesorektaler Exzision hinsichtlich des onkologischen und
funktionellen outcomes. Im untersuchten Kollektiv wurden Patienten mit einer
Karzinomlokalisation im oberen Rektumdrittel wegen der fortgeschrittenen Tumor-
invasion (cT3-Status bei allen Tumoren) im Rahmen einer neoadjuvanten Be-
handlungsstrategie therapiert. In der Fachliteratur besteht sowohl bezlglich der
exakten Einteilung als auch hinsichtlich der Therapie von Tumoren des oberen
Rektumdrittels rege Diskussion. Die Schwierigkeiten bei der Abgrenzung zum Kolon-
karzinom ergeben sich unter anderem aus den pathologisch-anatomischen
Besonderheiten hoch sitzender Rektumkarzinome, die den Kolonkarzinomen &hneln:
Keine lymphogene Metastasierung in laterale und iliakale Lymphknoten sowie eine
frhere Infiltration des Peritoneums wegen der Tumorlokalisation oberhalb der
peritonealen Umschlagfalte (Junginger und Hermanek 2008).
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4.2 Operatives Prozedere in den Patientenkohorten

Im Vergleich zu Kohorte A zeigte sich in der mit Oxaliplatin intensiviert vor-
behandelten Kohorte B eine niedrigere Anzahl durchgefihrter APE (siehe Tabelle 7).
Bei Betrachtung der cT- bzw. ypT-Status (siehe Tabelle 9) wird erkennbar, dass
durch die Integration von Oxaliplatin in die neoadjuvante RCT ein Downsizing des
Primarius zu 5% haufiger erreicht werden konnte, als unter der 5-FU-Monotherapie.
Vergegenwartigt man sich zudem die ahnliche Hohenlokalisation der Tumoren vor
der Therapie (siehe Tabelle 3) sowie das ahnliche Verteilungsmuster der cT-Status
in beiden Therapiekohorten vor Applikation der neoadjuvanten RCT, so lasst sich
hinsichtlich der ca. 17% niedrigeren Rate an durchgefthrten APE im intensiviert vor-
behandelten Kollektiv ein effektiveres Downsizing des Primarius und daraus
resultierend eine hohere Quote kontinenzerhaltender Rektumresektionen vermuten.
Bei Betrachtung der Resektionsstatus zeigte sich eine deutliche Mehrheit von
Resektionen im Gesunden (RO-Resektion) gegeniber R1- bzw. R2-Resektionen
(siehe Tabelle 7). Damit entspricht dieses Ergebnis der in der Fachliteratur be-
schriebenen signifikant hoheren Rate an RO-Resektionen nach neoadjuvanter
Radiochemotherapie (p<0,001) (Hohenberger et al. 2009).

4.3 Histopathologische Untersuchung der Resektate

In der standardisierten postoperativen Aufarbeitung der Rektumresektate sind pro
Patient durchschnittlich mindestens 24 Lymphknoten histologisch untersucht worden
(siehe Tabelle 8). Die Autoren Kanemitsu et al. (2012) beschreiben, dass bei KRK
bereits eine Anzahl von mindestens 12 untersuchten Lymphknoten im Operations-
praparat ein Zeichen fur eine qualitativ hochwertige Aufarbeitung des Resektates ist.
Die hohe Anzahl detektierter Lymphknoten spricht somit einerseits fur die prazise
Aufarbeitung des Resektates durch den Pathologen, sie kann sich andererseits auch
mit den Beobachtungen von Leibl et al. (2003) erklaren lassen. Die Autoren unter-
suchten Adenokarzinome des Colon sigmoideum und des oberen Rektums und
beschrieben eine Zunahme aufgefundener Lymphknoten bei fortschreitendem T-
Status. Dieser Zusammenhang wird moglicherweise durch eine durch den Primarius

eigens induzierte Neogenese von Lymphgefallen und Lymphknoten erklart.
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In einer anderen Studie konnten die Autoren um Sprenger et al. (2010) die
Hypothese entkraften, der Einfluss einer RCT konnte die Anzahl der im Rektum-
resektat auffindbaren Lymphknoten reduzieren.

Sprenger et al. betonen den hohen Stellenwert einer sorgféaltigen postoperativen
Untersuchung des Rektumresektates durch den Pathologen. Im Rahmen einer
extensiven histopathologischen Aufarbeitung wurden die Rektumresektate inklusive
anhangendem Mesorektum in transversale Scheiben aufgeschnitten und komplett in
Paraffin eingebettet. So konnten selbst isolierte Tumorzellen und Kleinste,
atrophische, teils metastatisch befallene Lymphknoten (<0,1 cm) detektiert werden.
In einer weiteren Arbeit zeigten Sprenger, Gauld und Ko-Autoren, dass auch die
Verteilung der Lymphknotenmetastasen innerhalb des Mesorektums einen Einfluss
auf das Survival der Patienten hatte (Sprenger et al. 2013).

Im Vergleich beider Therapiekohorten der vorliegenden Arbeit zeigten sich bei den
mit Oxaliplatin vorbehandelten nodal-positiven Patienten signifikant weniger Lymph-
knotenmetastasen (p=0,036, siehe Tabelle 8). Es ist bekannt, dass der Nodalstatus
des Patienten ein enormes prognostisches Potential birgt (Kanemitsu et al. 2012,
Klos et al. 2010, Pirro et al. 2008, Sprenger et al. 2010). So zeigten auch in dieser
Arbeit (siehe Abbildung 12) nodal-positive Patienten sowohl ein signifikant kirzeres
Disease Free Survival (p=0,04) und Cancer Specific Survival (p=0,0024) als auch ein
gehaufteres Auftreten von Fernmetastasen (p=0,029).

Der Grad der histomorphologisch nachweisbaren Tumorregression (TRG) gilt als
Surrogatparameter fur die Beurteilung des lokalen Ansprechens des Tumors auf die
neoadjuvante RCT. Alle Patienten, die einen TRG 4 aufwiesen, hatten gleichzeitig
auch einen ypNO-Status, so dass eine pCR (pathological complete remission) vorlag.
Die Patienten, die eine pCR erreicht hatten, zeigten im gesamten Langzeit-Follow-Up
ein Disease Free Survival von 100%. Im Vergleich unterschieden sich die beiden
Therapiekohorten hinsichtlich des TRG nicht (p=0,69, siehe Tabelle 9). Dieses
Ergebnis deckt sich nicht mit der Beobachtung von Rodel et al. (2012), die fur das
1236 Patienten umfassende Patientenkollektiv der CAO/ARO/AIO-04-Studie eine
signifikant hohere pCR (17% versus 13%) bei intensiviert vorbehandelten Patienten
(p=0,04) beobachteten (Rodel et al. 2012).
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4.4 Proteinexpression von ERCCL1 in Biopsie und Resektat

Die Messung der Gen-, bzw. Proteinexpression von ERCC1 erlaubt verschiedene
methodische Herangehensweisen (Immunhistochemie, RT-PCR, Genotypisierung,
etc.), die sowohl ihre individuellen Vor- als auch Nachteile aufweisen (Bohanes et al.
2011). In der vorliegenden Arbeit wurde die Proteinexpression von ERCCL1 in den
Zellkernen der Tumorzellen mit der Methode der Immunhistochemie untersucht.
Diese stellt in der klinisch-pathologischen Routinediagnostik eine weit verbreitete und
seit Jahrzehnten anerkannte Methode dar (Taylor und Levenson 2006). Die Autoren
um Atkins et al. (2004) weisen jedoch auch auf mdgliche Fallstricke dieser Methode
hin, wie etwa den potentiellen Einfluss der Art und Dauer der Gewebefixierung und
die Abh&ngigkeit vom verwendeten Antikdrperklon bei der Antigendetektion. In
diesem Zusammenhang soll die bereits dargestellte standardisierte Aufarbeitung des
Tumormaterials (Kapitel 2.3), die maschinelle, automatisierte Farbeprozedur (Kapitel
2.4.2) und die differenzierte statistische Auswertung mit dem etablierten H-Score
(Kapitel 2.5.1) betont werden. Die mediane Expression von ERCC1 in den
residuellen Tumoren war signifikant geringer als in den pratherapeutischen Tumor-
geweben (Kohorte A: H-Score 10 vs. 145, p<0,05; Kohorte B: H-Score 10 vs. 150,
p<0,05; siehe Kapitel 3.2). Dieser Effekt kdnnte mdglicherweise eine durch die neo-
adjuvante RCT induzierte Downregulation von ERCC1 anzeigen. Insbesondere, da
sich dieser Effekt auch bei jenen 102 Patienten signifikant zeigte, von welchen
jeweils gepaart sowohl ein pratherapeutischer als auch ein residueller Tumor zur
Untersuchung zur Verfiigung standen (p<0,05; siehe Abbildung 15). Innerhalb der
Kohorte B (5-FU+Oxaliplatin) zeigte sich die Abnahme des Expressionsverhaltens
starker als in der Kohorte A (5-FU) (siehe Abbildung 15). In der Literatur zum
metastasierten KRK von Braun et al. (2008) und Kim et al. (2009) wurde eine
konsekutive immunhistochemische Untersuchung von pratherapeutischer Biopsie
und postoperativen Resektat desselben Patienten nicht beschrieben. Direkte
Vergleichsdaten bei lokal-fortgeschrittenen Rektumkarzinomen liegen nicht vor. Da
annahernd jeder Parameter, welcher in der Anfertigung des Préparates oder im
Farbevorgang Verwendung findet, einen Einfluss auf die Qualitdit des Féarbe-
ergebnisses nimmt (Grube 2004), ist letztlich auch ein methodischer Einfluss auf die
Gewebefixierung bzw. den Farbevorgang der Biopsien und Resektate als Ursache
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fur die verminderte ERCC1-Expression im Resektat nicht mit Sicherheit aus-

zuschlielRen.

4.5 Préadiktives Potential der ERCC1-Expression

ERCCL1 ist als potentieller Hoffnungstrager einer individualisierten Therapie von
Tumorpatienten (McNeil und Melton 2012) und als potentieller pradiktiver Biomarker
(Bohanes et al. 2011, Vilmar et al. 2012) in der klinischen Forschung der letzten
Jahre verstarkt untersucht worden. Als obligater Bestandteil der Nukleotid-
exzisionsreparatur (NER) nimmt das Protein ERCC1 eine Schlisselrolle in der
gezielten Reparatur chemotherapeutisch induzierter DNA-Schaden ein (McNeil und
Melton 2012). Die ersten Untersuchungen zeigten, dass im Heterodimer ERCC1-
XPF die mRNA-Spiegel von ERCC1 entscheidend mit der Reparaturkapazitat einer
UV-Licht-geschadigten DNA assoziiert waren und nicht die mRNA-Spiegel von XPF.
Aus dieser Beobachtung entstand die Hypothese, dass die ERCC1-Expression als
pradiktiver Marker fUr die Reparaturkapazitat der DNA herangezogen werden und
des weiteren die Zytotoxizitat von Platinverbindungen préadiziert werden kodnnte
(Bohanes et al. 2011). Bei einer Uberexpression von ERCC1 lasst sich ein defizitares
Ansprechen insbesondere auf Platin-basierte Chemotherapeutika in diversen
Malignomen vermuten: Unter anderem im non-small-cell lung cancer (NSCLC) (Jiang
et al. 2012, Vilmar et al. 2012), in testikularen Keimzelltumoren (Usanova et al. 2010)
und auch in KRK (Arnould et al. 2003, Bohanes et al. 2011). Die Autoren um Bo-
hanes et al. (2011) zeigen die sich stetig erweiternde Datenlage zu ERCC1 beim
metastasierten KRK auf und berichten von einer Resistenz stark ERCC1-
exprimierender Tumoren (Methode: RT-PCR) auf Oxaliplatin. Allerdings warnen die
Autoren vor verfrihten Schlussfolgerungen und beschreiben die gegenwaértige
Datenlage beim KRK als unzureichend.

Auch Arnould et al. (2003) untersuchten an Kolon-Zelllinien in vitro den zytotoxischen
Effekt der Platin-basierten Chemotherapeutika Cisplatin und Oxaliplatin. Desweiteren
wurde der Zusammenhang mit der ERCC1-Genexpression (Methode: RT-PCR)
analysiert. Arnould et al. zeigten, dass sich die ERCC1-Genexpression signifikant als
pradiktiver Marker fir die Sensitivitat der Kolonzelllinien gegeniiber Oxaliplatin her-

ausstellen konnte.
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Eine andere Arbeitsgruppe um den Autor Boyer konnte zeigen, dass in Oxaliplatin-
resistenten kolorektalen Karzinomzellen signifikant hohere ERCC1-mRNA-Level
nachgewiesen werden konnten als in Oxaliplatin-sensitiven Karzinomzellen (Boyer et
al. 2004). Die bereits erlauterte Imbalance zwischen Therapienutzen und Neben-
wirkung Platin-basierter Therapieprotokolle macht eine a priori-Einschatzung des
Therapieansprechens beim einzelnen Patienten wiinschenswert. Daher war die
Untersuchung des pradiktiven Potentials von ERCC1 im Patientenkollektiv der
vorliegenden Arbeit ein zentrales Element. In der vorliegenden Untersuchung war die
pratherapeutische Expression von ERCCL1 in der Tumorbiopsie weder in Kohorte A
(p=0,47) noch in Kohorte B (p=0,147) mit dem Grad der Tumorregression (TRG)
assoziiert (siehe Kapitel 3.3.1). Es zeigte sich insbesondere kein Zusammenhang
zwischen der préatherapeutischen Expression und dem TRG in der Oxaliplatin-
basierten Studien-kohorte B (p=0,147). Auch die Tiefeninfiltration (ypT-Status), der
postoperative Nodalstatus (ypN-Status) und der ypM-Status (Fernmetastasen) waren
weder in der 5-FU-basierten Kohorte A noch in der intensiviert vorbehandelten
Kohorte B mit der Expression von ERCC1 assoziiert (siehe Kapitel 3.3.2, 3.3.3 und
3.3.4). Somit ist die Hypothese, dass eine hohe ERCC1-Expression mit einem
schlechten Therapierespons unter einer Oxaliplatin-basierten Chemotherapie
einhergeht, im vorliegenden Patientenkollektiv nicht zutreffend. Zusammenfassend
konnte sich ERCC1 in diesem Patientenkollektiv hinsichtlich seiner pradiktiven
Eigenschaften, gemessen an den klinikopathologischen Responsparametern, nicht
als aussagekraftiger pradiktiver Biomarker beim lokal-fortgeschrittenen Rektum-
karzinom erweisen. In einer Studie von Kim et al. (2009) an 70 Patienten mit einem
metastasierten KRK wurde der Respons auf eine adjuvante Chemotherapie (5-FU
und Oxaliplatin) mittels radiologischer Schnittbilddiagnostik (Computertomographie)
bestimmt. Die Detektion von ERCCL1 erfolgte durch IHC, die Quantifizierung der
Expression durch Lichtmikroskopie. Die Ergebnisse der Studie von Kim et al. zeigten
ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen der Expression von ERCC1 und dem
Therapierespons. Hinsichtlich des pradiktiven Potentials von ERCC1 kann zwischen
den Daten der vorliegenden Arbeit und der Literatur kein direkter Vergleich gezogen
werden. Die Vergleichskollektive waren zu heterogen, es wurden unterschiedliche
methodische Herangehensweisen gewahlt, unterschiedliche Endpunkte untersucht

und nicht zwischen Rektum- und Kolonkarzinomen differenziert.
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4.6 Prognostisches Potential von ERCC1

In den pratherapeutischen Biopsien der vorliegenden Arbeit zeigten ERCCI1-
uberexprimierende Tumoren die Tendenz zu einem verkirzten Cancer Specific
Survival (p=0,14; siehe Abbildung 22). Eine wesentliches Resultat der vorliegenden
Arbeit ist die Darstellung eines signifikanten Zusammenhanges zwischen einer
ERCC1-Uberexpression in den pratherapeutischen Biopsien und einem gehaufteren
Auftreten lokoregionarer Rezidive (p=0,03; siehe Abbildung 21). Bei der Unter-
suchung der residuellen Tumoren nodal-negativer Patienten (ypNO) zeigte sich die
Tendenz, dass Patienten mit ERCC1-Uberexprimierenden Tumoren ein verkirztes
CSS aufweisen (p=0,056; siehe Abbildung 23). Zusammenfassend kann in der
vorliegenden Arbeit die pratherapeutische Expression von ERCC1 als
Prognoseparameter hinsichtlich der Lokalrezidivrate herangezogen werden. Auch im
Bezug auf das CSS bei nodal-negativen Patienten zeigte sich, dass eine ERCC1-
Uberexpression als prognostisch ungiinstig zu werten ist. Hinsichtlich des
prognostischen Potentials von ERCC1 lasst sich eine @hnliche Beobachtung in der
Untersuchung von Kim et al. (2009) an 70 Patienten mit metastasiertem KRK
machen. ERCC1-positive Tumoren (Definition: Farbeintensitat moderat oder stark +
prozentualer Anteil ERCC1-angefarbter Tumorzellen > 10% bis 100%) waren
signifikant mit einem schlechteren Overall Survival (OS) assoziiert (p= 0,047). Im
Vergleich zu den Endpunkten der vorliegenden Arbeit, handelt es sich beim OS um
einen unspezifischen Endpunkt, in welchen auch Malignom-unabhangige Todes-
ursachen mit einflieBen. Auch Braun et al. (2008) korrelierten die Proteinexpression
von ERCC1 mit dem Progression Free Survival (PFS) von 1197 Patienten und
konnten keinen relevanten Zusammenhang nachweisen. In dieser Dissertation wurde
desweiteren das prognostische Potential der Expression von ERCC1 im residuellen
Tumorgewebe des Rektumresektates untersucht (siehe Kapitel 3.5). Es zeigte sich
hinsichtlich des krebsspezifischen Uberlebens (CSS) bei jenen Patienten mit hoher
ERCC1-Expression im residuellen Tumor ein nicht-signifikanter Trend (p= 0,065,
siehe Abbildung 26): Jene Patienten unter Oxaliplatin-basierter RCT wiesen bei
hoher Expression ein prognostisch glnstigeres CSS im Langzeit-Follow-Up auf als

Patienten mit niedriger ERCC1-Expression.
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All jene Patienten, die eine rein 5-FU-basierte RCT erhalten hatten, zeigten hingegen
kein besseres CSS bei hoher ERCC1-Expression im postoperativen Tumor (p=0,87;
siehe Abbildung 26). Mdglicherweise konnten Patienten mit einer Uberexpression
von ERCC1 im residuellen Tumor von einer mit Oxaliplatin intensivierten neo-
adjuvanten Therapie profitieren. In diesem Kontext ware eine Verifizierung an einem

grof3eren Patientenkollektiv bzw. dem Studiengesamtkollektiv interessant.
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ACCORD
CAO/ARO/AIO-04 | 12/0405-Prodige | STAR-01 NSABP R-04
2
Patienten- 1236 598 747 1608
50,4 Gy + 50 Gy + 50,4 Gy + 50,4 Gy +
Fluorouracil 250 Capecitabine Fluorouracil 225 Capecitabine
mg/m? téglich 1600 mg/m?, tagl. | mg/m? taglich + 1600 mg/m?,
+ Oxaliplatin 50 5 Tage pro Woche | Oxaliplatin 60 taglich 5 Tage pro
mg/m?,1 mal in + Oxaliplatin 50 mg/m? einmal Woche mit/ ohne
den Wochen mg/m? einmal wochentlich Oxaliplatin 50
1,2,4,5 der RT wochentlich wahrend RT mg/m2 einmal
Praoperative vs. 50,4 wahrend RT wochentlich
RCT Gy+FIuorouzraIciI vs. 45 Gy + vs. 50,4 Gy + wahrend RT vs.
1000 mg/m“in Capecitabine Fluorouracil 225 50,4 Gy +
den Wochen 1 1600 mg/m? mg/m? téglich Fluorouracil 225
und 5 der RT taglich 5 Tage pro | wahrend RT mg/m2 taglich
Woche wahrend mit/ohne
RT Oxaliplatin 50
mg/m2 einmal
wdchentlich
wahrend RT
Fluorouracil 7000 | Capecitabine Fluorouracil 8550 | Fluorouracil 8550
Kumulative mg/m? + 40000 mg/m? mg/m? mit/ ohne mg/m?,
Plandosis Oxaliglatin 200 mit/o.hne_ Oxaliglatin 360 Capecitabine2
(properative mg/m- vs. . Oxahglatln 250 mg/m 4QOOO mg/m
RCT) Fluorouracil , mg/m mit/ohne
10000 mg/m Oxaliplatin 250
mg/m2

Compliance mit

RT: 94% erhielten
volle Dosis,
Oxaliplatin: 85%

RT: 87% erhielten
volle Dosis,
Oxaliplatin: 41%

RT: 84% erhielten
volle Dosis,
Oxaliplatin: 66%

Nicht vermerkt

?éi(;ﬁ)lpﬁgl erhi_elten volle erhi_elten volle erhie_lten alle 6
Arm) Dosis Dosis Infusionen

(mit/ohne

Dosisreduktion)
Grad 3-4 23% vs. 20% 25% vs. 11% 24% vs. 8% 15% vs. 7%
Toxizitat (p<0,001) (p<0,001) (p<0,001)(nur
(Vergleich Grad 3-4
préop. RCT mit Diarrhoe)
vs. ohne
Oxaliplatin
pCR-Rate: RCT | 17% vs. 13% 19% vs. 14% 16% vs. 16% 21% vs. 19%
x| ®=009) (p=0,09) (p=0.9) (p=0,46)

Tabelle 13: Uberblick: Oxaliplatin beim Rektumkarzinom (UICC-Il und -ll1)

Phase-lll-Studien

beim

Rektumkarzinom

(UICC-II/-1);

Fluorouracil+RT VS.

Fluoro-

uracil+Oxaliplatin+RT. Abkirzungen: ACCORD= Actions Concertées dans les Cancers Colorectaux et

Digestifs; PRODIGE= Partenariat de Recherche en Oncologie Digestive; STAR= Studio Terapia
Adiuvante Retto; NSABP= National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project; CAO/ARO/AIO-04=

Chirurgische Arbeitsgemeinschaft fir Onkologie/ Arbeitsgemeinschaft radiologische Onkologie/

Arbeitsgemeinschaft internistische Onkologie. Tabelle modifiziert nach Rédel et al. (2012).
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4.7 Ableitungen fur die klinische Praxis und Ausblick

Fur die klinische Praxis der Therapie lokal-fortgeschrittener Rektumkarzinome ist es
heute und in Zukunft aus medizinischer, volkswirtschaftlicher und ethischer Per-
spektive erstrebenswert, patientenbezogene Biomarker und molekularbiologische
Zielstrukturen zu untersuchen, die eine pradiktive und prognostische Aussage fur
den einzelnen Tumorpatienten ermoglichen. Das DNA-Reparaturprotein ERCC1
zeigte sich in den Analysen dieser Dissertation als potentieller prognostischer
Biomarker im Hinblick auf das Lokalrezidivrisiko und liefert zudem einen Beitrag zur
Diskussion Uber das potentielle pradiktive Potential von ERCC1 bei Rektum-
karzinomen. Der untersuchte Biomarker kann in der Zusammenschau mit anderen
Prognoseparametern (siehe Abbildung 27) fur die Risikostratifikation in der klinischen
Praxis dienlich sein und sollte innerhalb randomisierter klinischer Studien prospektiv

validiert werden.

Anatomische Ausbreitung

TNM/ pTNM
+
Prognostisches
Prognosefaktor A System
(z.B.ERCCI)
Prognostischer
+ Index
i ﬁ‘ﬁ %
Prognosefaktor B,C,D,... - B
(z.B. Her-2, Her-3, Ki67, p53,TS, etc.) %@ % g&
g %

Abbildung 27: Weiterentwicklung der Tumorklassifikation

Der Fokus des Teilprojekts 5 der KFO-179 (Leitung: PD Dr. med. T. Liersch) liegt auf der Analyse aus-
gewabhlter Biomarker (ERCC1, Thymidylat Synthase, Her-2-neu, Survivin, CD133 etc.) hinsichtlich
ihres pradiktiven und prognostischen Potentials. Mit Hilfe dieser Biomarker soll zukiinftig eine an das
individuelle Rezidiv-Risiko angepasste Therapie umgesetzt werden. Die Kombination anatomisch-
pathologischer Parameter (cTNM, pTNM, Tumorlokalisation etc.) mit den o.g. Biomarkern (pro-
gnostisches System) soll kiinftig einen Prognosescore ermdglichen, der die postoperative Therapie-
strategie maf3geblich mitbestimmt. Diese Abbildung wurde vom Autor der vorliegenden Arbeit selbst

erstellt. Inhaltlich orientiert an Hermanek und Mansmann 2001, Abbildung 2.
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Unter Einbeziehung weiterer individueller biologischer Targets mit pradiktivem und
prognostischem Charakter kann ERCC1 in Zukunft fir den einzelnen Patienten einen
festen Stellenwert erlangen. In der klinischen Diagnostik sind schnell umsetzbare
und preiswerte Verfahren von Interesse. Die Methode der Immunhistochemie bietet
eben diese Vorzige und konnte sich in der vorliegenden Arbeit als praktikables
Verfahren in der Darstellung der Expression von ERCC1 erweisen. Neben den
prognostischen und pradiktiven Eigenschaften haben u.a. McNeil und Melton (2012)
eine weitere fur die Therapie der Zukunft interessante Facette an ERCC1 erkannt:
Einen moglichen direkten medikamentts-therapeutischen Angriffspunkt an ERCC1
bzw. dessen Protein-Protein-Interaktionspartnern. So konnte beispielsweise die
molekulare Inhibition der HhH,-Doméane (siehe Abbildung 5), welche hinsichtlich der
Stabilitat des XPF-ERCC1-Heterodimeres eine essentielle Rolle spielt, einen
mdoglichen Ausweg aus der ERCC1-vermittelten Reparatur therapeutisch bewusst

induzierter DNA-Defekte darstellen.
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5 Zusammenfassung

Kolorektale Karzinome (KRK) nehmen als dritth&dufigste Krebserkrankung und
Malignom-assoziierte Todesursache auch in der Bundesrepublik Deutschland eine
Spitzenposition ein. Neben Verbesserungen in der apparativen (Frih-)Diagnostik
und der Einfihrung interdisziplinarer, multimodaler Therapiekonzepte hat sich in den
letzten Jahren die klinische Forschung auf die genomische und molekularbiologische
Analyse von KRK fokussiert. Das Ziel eines besseren Verstadndnisses der
Tumorbiologie von KRK ist die Etablierung therapeutischer Strategien, die das
personalisierte Risikoprofil bestmdéglich bertcksichtigen. Anhand pradiktiver und
prognostischer Biomarker kann dieses Risikoprofil fir den einzelnen Patienten
erstellt werden. Aufgrund aktueller Untersuchungen in verschiedenen Tumorentitaten
wird von dem NER-Protein ERCC1 ein potentieller Nutzen als pradiktiver und
prognostischer Biomarker vermutet. Durch die Detektion Platin-induzierter DNA-
Schaden und deren zielgerichtete Nukleotidexzisionsreparatur unter Mitwirkung von
ERCC1 kommt es zur Therapieresistenz von Tumorzellen. Folglich ist eine hohe
ERCC1-Expression mit einem geringen Therapieansprechen auf Platin-basierte
Chemotherapeutika verbunden. Demgegentuber wird bei einer niedrigen ERCC1-
Expression eine hohe Sensitivitat der Tumorzellen gegentber Platinverbindungen
vermutet. KRK-Patienten konnten von einer a priori-Einschatzung des Therapie-
respons durch Evaluation der ERCC1-Expression im Karzinomgewebe profitieren.
Zahlreiche Phase-llI-Studien prufen die Auswirkungen der Therapieintensivierung mit
Oxaliplatin. Dabei werden toxische Nebenwirkungen unter Oxaliplatin haufiger
beobachtet. In ersten Analysen der CAO/ARO/AIO-04-Studie zeigt sich zwar eine
signifikant hohere pCR-Rate unter Oxaliplatin-basierter Vorbehandlung, allerdings
scheint ein Teil dieser Patienten nicht von der intensivierten Therapie zu profitieren.
Die vorliegende Dissertation verfolgte das Ziel, in der bisher umfangreichsten
Analyse der ERCC1-Expression unter multimodaler Therapie (Methode: IHC) beim
lokal-fortgeschrittenen Rektumkarzinom den pradiktiven und prognostischen
Stellenwert des NER-Proteins ERCC1 zu evaluieren. Fir diese Untersuchung
wurden monozentrisch 211 konsekutive Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen

Rektumkarzinom untersucht.
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Alle Patienten wurden innerhalb von Phase-Il/11l-Studien der German Rectal Cancer
Study Group oder analog therapiert. Die ERCC1-Expression (Intensitat und
prozentualer Anteil) wurde mittels immunhistochemischer Farbungen als H-Score in
pratherapeutischen Tumorbiopsien sowie im residuellen Tumorgewebe aus dem
Resektat detektiert. Die Ergebnisse wurden mit klinikopathologischen Parametern
und dem Langzeit-Follow-Up Kkorreliert. Bei den gepaarten préatherapeutischen
Karzinombiopsien und residuellen Tumoren liel3 sich eine signifikant niedrigere
Expression von ERCC1 im postoperativen Tumor feststellen (p<0,05). Die
pratherapeutische  Expression von ERCC1 zeigte keinen signifikanten
Zusammenhang mit dem Therapieansprechen auf die neoadjuvante RCT.
Insbesondere im Oxaliplatin-basierten Studienarm liel3 sich kein relevanter
Zusammenhang zwischen der pratherapeutischen ERCC1-Expression und dem
Therapierespons zeigen. Im vorliegenden Patientenkollektiv konnte sich ERCC1
folglich nicht als aussagekraftiger pradiktiver Marker beim lokal-fortgeschrittenen
Rektumkarzinom herausstellen. Mdglicherweise konnten jedoch jene Patienten,
deren residuelle Tumoren ERCC1 Uberexprimieren, unter intensivierter Therapie von
einem verbesserten CSS profitieren (p=0,065). Hinsichtlich der prognostischen
Eigenschaften zeigte sich eine Uberexpression von ERCC1 im pratherapeutischen
Tumor signifikant mit einem geh&uften Auftreten von Lokalrezidiven assoziiert
(p=0,03). Analoge Tendenzen deuten sich im Zusammenhang zwischen der ERCC1-
Expression und dem CSS im Gesamtkollektiv (p=0,14) und auch im Subkollektiv
nodal-negativer Patienten (p=0,056) an.

Eine ERCC-1-Uberexpression in Rektumkarzinomzellen in der pratherapeutischen
Biopsie geht mit einem erhodhten Risiko fir ein Lokalrezidiv einher. Dieser Befund
konnte zukinftig beispielsweise helfen, Patienten einer Rezidiv-Risiko-adaptierten
adjuvanten Therapie zuzufiihren. Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
ERCC1 einen Biomarker darstellt, dessen klinischer Nutzen nach Mdglichkeit in der
Zusammenschau mit anderen pradiktiven und prognostischen Parametern fur die

Risikostratifikation in der klinischen Praxis aufgedeckt werden kann.
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6 Anhang

6.1 Studienschemata

Studienprotokoll CAO/ ARO/ AlO-94-Studie:

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

5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU
5x1000mg/m? 5 x 1000 mg/m? 500 mg/m?/d
120hInfusion 120hInfusion i.v. Bolus

Arm I:
— —
op | ———— I U HHE L
Sl 5-FU 5.FU 5-FU 5-FU 5-FU
5x1000mg/m? 5 x 1000 mg/m? 500 mg/m?/d
120hInfusion 120hInfusion Lv. Bolus
Arm ll: «——> <>

I oLl 111111 4 A ¥

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

Studienprotokoll GAST-05-Studie

STAGING (Rektoskopie, Endosono, etc.):

] Folinsaure 400 mg/m2; 2h-Infusion
‘ 0 Oxaliplatin 100 mg/m2; 2h-Infusion

I P $-FU Infusion 2400 mg/m2; 46h-Infusion
| Rektumkarzinom (12-16 cm) E
| Random R [#¥Wo

GAST-05 Studie PME [ A @ F 1O | 5.FU-Infusion iiber 46 h
I = T s | x
i EHERS | |
I (o] d1
I N Wiederholung d 15; insgesamt 8 Kurse
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Studienprotokoll CAO/ ARO/ AlO-04-Studie:

Studienschema

KONTROLL-ARM:

Radiotherapie
28 x 1.8 Gy

Chemotherapie:

5-Fluorouracil
1000 mg/m?id
Dauerinfusion

1.+5. RT-Woche .

Al 4

-

= 3
d15 d29-33

PRUF-ARM:

Radiotherapie
28 X 1.8 Gy
Chemotherapie
5-Fluorouracil
250 mg'm*d
Dauerinfusion
Oxaliplatin
50 mg/m*d

QRIITNTTATTR TN

] I
d1-14 d

d1 da

1 2 3 4 5 6

233 s

Z0——=2>»A0mM7TVO
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= O = = | == |

5-FU: 500 mg."mz.u'd als Bolus uber
2-5 min. (Tag 1-5), Wiederholung
Tag 29, insgesamt 4 Kurse

Folinsaure 401]mg-'m2: 2h-Infusion
Oxaliplatin 100mg/m?®; 2h-Infusion
5-FU Infusion 2400 mg/m*; 46h-Infusion

—'Ell 5-FU-Infusion uber 46 h |
d1

Wiederholung d 15; insgesamt 8 Kurse
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6.2

Aktuell giltige TNM- und UICC-Klassifikation

a) Aktuelle TNM-Klassifikation rektaler Karzinome nach Wittekind und Meyer,

2010

T-Klassifikation (Ausmalfd der Tumorinvasion in die Darmwand)

Carcinoma in situ; Infiltrationstiefe geht nicht Gber die Muscularis mucosae

Ui hinaus
T1 | Tumor infiltriert Submucosa, ohne Eindringen in die Muscularis propria
T2 | Tumor infiltriert die Muscularis propria
T3 Tumor durchbricht Muscularis propria und infiltriert die Subserosa /
perirektales Gewebe
Tumor infiltriert angrenzende Organe und / oder durchbricht das Peritoneum
T4 | T4 a— Perforation des viszeralen Peritoneums

T4 b — Direkte Infiltration benachbarter Organe/Strukturen

N-Klassifikation (Anzahl metastatisch befallener Lymphknoten (LK) )

NO

keine Metastasen in regionaren LK nachweisbar

N1

Metastasen in 1-3 regionaren LK

N1 a — eine regionérer LK befallen

N1 b — 2-3 regionére LK befallen

N1 c — Befall von Fettgewebe der Subserosa / nicht-peritonealisiertem

perikolischen oder perirektalem Fettgewebe ohne regionare LK-Metastasen

N2

Metastasen in 4 oder mehr regionaren LK
N2 a: 4-6 regionére LK befallen

N2 b: mehr als 6 regionare LK befallen

M-Klassifikation (Anzahl der Fernmetastasen)

MO | keine Fernmetastasen
Fernmetastasen vorhanden
ML M1 a: Fernmetastasen auf ein Organ beschrankt (Ovar, Lunge, Leber,

nichtregionare Lymphknoten)

M1 b: Fernmetastase in versch. Organen oder im Peritoneum
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b) Aktuelle UICC-Stadieneinteilung rektaler Karzinome nach Wittekind und

Meyer, 2010
UICC T N M
Stadium O Tis NO MO
Stadium | T1, T2 NO MO
Stadium Il A T3 NO MO
Stadium 11 B T4a NO MO
Stadium Il C T4b NO MO
T1, T2 N1a MO
Stadium Il A
T1 N2a MO
T3, T4a N1 MO
Stadium Il B T2, T3 N2a MO
T4a N2a MO
Stadium IV A Mla
_ Jedes T Jedes N
Stadium IV B M1b
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Erratum und Anmerkungen

zur Dissertation von Korbinian Andreas Gauld zum Thema
ERCC1-Expression unter 5-FU- und Oxaliplatin-basierter multimodaler Therapie
beim Rektumkarzinom (cUICC-Stadien Il und Ill) — Potentielle pradiktive und

prognostische Bedeutung

- Seite 64, Abbildung 26:
Korrektur der Legende der rechten Kaplan-Meier-Kurve: Hohe Expression; n=35;

Niedrige Expression; n=18.

Vom Autor eingereicht am 22.01.2014
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