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1. Einleitung und Fragestellung

1.1 Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms (KRK)

Mit 30.000 Neuerkrankungen pro Jahr bei Frauen und 35.000 Neuerkrankungen pro Jahr bei
Mannern ist das KRK das zweithdufigste Tumorleiden und auch die zweithaufigste
karzinombedingte Todesursache in Deutschland (Robert Koch-Institut 2012). Etwa 14.000
Manner und Frauen sterben jeweils in Folge dieser malignen Darmtumoren jahrlich, was
einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 60 % bei Diagnosestellung zwischen den Jahren
2000 und 2004 entspricht. Die 5-Jahrespravalenz zeigt sich zunehmend bei fiir das Jahr 2004
vorliegenden Zahlen von 113.000 Frauen und 114.000 Mannern (Robert Koch-Institut 2012).

Das KRK ist ein Tumor des hoheren Lebensalters, wobei die Wahrscheinlichkeit zu erkranken
ab dem 50. Lebensjahr deutlich zunimmt. Der Neuerkrankungsgipfel liegt um das 85.
Lebensjahr bei Frauen, bei Mannern zwischen dem 80. und 84. Lebensjahr.

Die 1-, 5- und 10- Jahrespravalenzen steigen bei Frauen kontinuierlich bis tGber das 80.
Lebensjahr hinaus an, wobei bei Mannern der Gipfel zwischen dem 60. Und 69. Lebensjahr

liegt und danach wieder abféllt (Robert Koch-Institut 2012).

Das Rektumkarzinom wurde lange Zeit nicht als eigene Entitdt betrachtet, sondern mit den
malignen Tumoren des Kolons zu der Gruppe der kolorektalen Karzinome (KRK)
zusammengefasst, mittlerweile unterscheiden sich aber die etablierten therapeutischen
Optionen. Das Rektumkarzinom gilt als solches, solange der aborale Tumorbeginn in der
starren Rektoskopie bei weniger oder gleich 16 cm vom anokutanen Ubergang entfernt liegt

(Schmiegel et al. 2005). Uber 16 cm hinaus gelten die Tumoren als Kolonkarzinom.



1.2 Friiherkennung des KRK

Die Friherkennung maligner Neoplasien ist einer der wichtigsten Faktoren, um eine
Therapie mit kurativem Ansatz zu ermdglichen. Dementsprechend wird entsprechend zum
Inzidenzanstieg des KRK ab dem 50. Lebensjahr die Vorsorge gesetzlich unterstitzt.
Versicherte zwischen 50 und 54 Jahren haben Anspruch auf arztliche Beratung sowie einen
jahrlichen Stuhltest auf okkultes Blut (FOB-Test). Laut der Deutschen Krebshilfe fallen bis zu
25 % der Darmtumoren hierdurch auf. Ab dem 55. Lebensjahr stehen Frauen und Mannern
eine Koloskopie und bei unauffdlligem Befund Folgekoloskopien nach 10 Jahren zu.
Alternativ werden von den gesetzlichen Krankenkassen jahrlich Stuhltests auf okkultes Blut
angeboten. In jedem Fall ist aber die Koloskopie der Sigmoidoskopie und diese dem FOB-Test

Uberlegen (Geilller und Graeven 2005; Schmiegel et al. 2010).

Die Darmspiegelung weist die hochste Sensitivitat und Spezifitat zur Friherkennung des
Darmkrebses auf und ist als Standardverfahren zur Detektion kolorektaler Polypen und
Karzinome etabliert (Schmiegel et al. 2008). Bei der Darmspiegelung sollten Polypen
grundsatzlich in toto entfernt werden, da diese auch bei gutartiger Dignitdt mit der Zeit
entarten konnen (siehe Kapitel 1.3). Je nach endoskopischem und histologischem Befund
sind dann Folgekoloskopien in zeitlich verschiedenen Abstanden zwischen 6 Monaten und 5
Jahren indiziert (Schmiegel et al. 2008). Auch hier verdeutlicht sich die Uberlegenheit der
Koloskopie gegeniliber den anderen Screeningverfahren, da gezeigt werden konnte, dass die
Inzidenz von malignen Tumoren allein durch koloskopische Polypektomie um 66-90 %

gesenkt werden konnte (Winawer et al. 1993; Citarda et al. 2001).

1.3 Die, Adenom-Karzinom-Sequenz“

Die WHO definiert das Adenom als meist sporadisch entstehende , benigne Neoplasie des
Drisenepithels mit Dysplasien verschiedenen Grades”. Es wird eine Haufigkeit von 50-60 %
in der Allgemeinbevélkerung angenommen mit einem Gipfel im 6. und 7. Lebensjahrzehnt.

Adenome sind intraepitheliale Neoplasien mit verschiedenen Dysplasiegraden. Dabei gilt es

die verschiedenen Typen des tubuldren (bis 85 %), tubulo-villésen (bis 27 %) und villésen (bis
2



9 %) Adenoms zu unterscheiden, in ca. einem Viertel der Fille treten sie multipel auf.
Adenome koénnen maligne entarten und stellen damit fakultative Prakanzerosen dar.
Einflussfaktoren auf das  Entartungsrisiko bestehen in der Adenomgrole,
Entdifferenzierungsgrad, Dysplasiegrad und Wuchsform. Das Risiko, das sich aus der
Wuchsform ergibt, ist bei den breitbasig aufsitzenden Adenomen groéBer als bei den
gestielten (Bocker et al. 2004). Man geht davon aus, dass bei der ,Adenom-Karzinom-
Sequenz” das Tumorprogressionsmodell im Sinne der Anhaufung diverser gentischer
Verdanderungen Uber die Zeit ursachlich fir die Karzinomentstehung ist (Vogelstein et al.
1988). In Abbildung 1 sei die Sequenz fiir das KRK schematisch dargestellt, wobei noch nicht

alle Faktoren bekannt sind, die letztendlich zum Karzinom fihren.

p53

APC | | DDC/DPC4/SMAD2?!
K-RAS | | DDC/DPC4/SMAD2?!

Abbildung 1: Schematischer Ablauf der ,,Adenom-Karzinom-Sequenz” des KRK.
(modifiziert nach Schmoll et al. 2006) - Zeigt den Ablauf der Entwicklung eines Karzinoms aus einem Adenom

mit (einigen) beteiligten Genen bzw. Genmutationen, die flr den jeweiligen Schritt notwendig sind.

1.4 Atiopathogenese des Rektumkarzinoms

Die Atiologie des Rektumkarzinoms ist noch nicht vollstindig geklart. Es werden ethnische,
endogen-metabolische Prozesse sowie weitere erndhrungsbedingte Ursachen diskutiert.

Zu unterscheiden sind genetische von sporadischen Formen. Genetische Veranlagungen, wie
z.B. die familidre adenomatose Polyposis (FAP) oder das hereditdre nicht-polypose

Kolonkarzinom (HNPCC) erhdhen das Risiko flir eine Karzinomentstehung drastisch, da
3



beispielsweise Veranderungen im APC-Gen (wie es bei FAP der Fall ist) zu den kanzerogenen
Lasionen gehoren (Soravia et al. 1997; Lynch 2007).

In der Akkumulation von Genstérungen, die zum KRK fiihren, spielen Ubergewicht und
Bewegungsmangel, vor allem in Kombination mit ballaststoffarmer Erndhrung eine groRe
Rolle. Der genaue Mechanismus ist noch nicht gefunden, vermutet wird aber die (co-)
kanzerogene Wirkung von Stoffwechselprodukten in Verbindung mit langer Verweildauer im
Darm. Laut dem Krebsregister des RKI (2012) summieren sich die negativen Effekte in
Verbindung mit fettreicher Nahrung, viel rotem Fleisch, geringem Gemiseanteil sowie
regelmalligem Alkohol- und Tabakkonsum. Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen
spielen nach den o.g. Faktoren aber eine eher untergeordnete Rolle, obwohl auch diese das

Risiko fur einen Darmtumor erhohen.

Statistiken von 2004 besagen, dass sich ca. 60 % der KRK im Rektum und 20-25 % im Sigmoid
(Bocker et al. 2004) finden. Neuere Angaben besagen, dass ca. 30 % der KRK auf das Rektum
entfallen, etwa zwei Drittel auf das Kolon und der Rest auf den Analkanal sowie den
rektosigmoidalen Ubergang (Robert Koch-Institut 2012; Siegel et al. 2012). Die Mehrheit

dieser Neoplasien (etwa 90 %) entwickelt sich iber die ,Adenom-Karzinom-Sequenz”.

1.5 Anatomie des Rektums und Metastasierungsmuster des Karzinoms

16cm Abbildung 2: Anatomische Einteilung des

Rektums
Oberes ¢
Das Rektum wird anatomisch in Drittel unter-
Mittleres — teilt. Dies erfolgt Uber den Abstand von der
Anokutanlinie (rot): das untere Drittel erstreckt
sich von 0 bis <6 cm, das mittlere Drittel von 6
Unteres = bis <12 cm, das obere Drittel von 12 bis 16 cm ab

ano.



Die Friherkennung des (Rektum-) Karzinoms ist wichtig, da bei bereits metastasierten
Tumoren von einer schlechteren Prognose auszugehen ist und auch andere therapeutische
Optionen einbezogen werden miissen (Rodel et al. 2012; Sauer et al. 2012).

Die Metastasierung hangt dabei unter Anderem von der Invasionstiefe und der
metastatischen Potenz (bei noch nicht vollstandig geklarten Mechanismen) des
Primartumors ab, jedoch auch maligeblich von den befallenen umgebenden Strukturen. Je
weiter der Tumor fortschreitet, desto hoher ist auch das Risiko einer Aussaat. Primar werden
bei Rektumkarzinomen vor allem die Lymphwege befallen, wobei die Metastasierungs-
Wahrscheinlichkeit von 4 % im pT1-Stadium auf bis zu 60 % in pT3-Stadien ansteigt (Bocker
et al. 2004).

Neben der LymphgefdBinvasion tragt aber vor allem auch die BlutgefaRinvasion zur
Metastasierung bei. Je weiter die lymphogene Metastasierung fortschreitet, desto
wahrscheinlicher wird auch eine hamatogene Streuung des Primarius, eine primar
hdamatogene Metastasierung ohne Befall des Lymphsystems ist allerdings auch moglich.
Hierbei gilt es zu beachten, in welcher Héhe sich der Tumor befindet, da der Mastdarm Gber
2 venose Abflussgebiete verfligt und somit in 2 verschiedene Typen unterteilt werden kann

(Bocker et al. 2004).

o Pfortadertyp
- Der kraniale Teil des Rektums wird Uiber die Vena rectalis superior drainiert,
welche Uber die Pfortader in die Leber abflieRt.
e Cavatyp
- Der mittlere und untere Teil des Mastdarms drainiert Gber die Venae rectales
mediae und Vena rectalis inferior. Das von hier aus primar befallene Organ ist die

Lunge.

Die angegebenen Venen anastomosieren im Venengeflecht Plexus venosus rectalis, daher ist
eine exakte Voraussage des Metastasierungsweges nur auf Grund der bekannten
Tumorhoéhe nicht moglich. Bevorzugtes Zielorgan der Metastasierung ist die Leber
(Pfortadertyp), tiefsitzende Rektumkarzinome kénnen aber auch in die Lunge oder selten

auch z.B. lber persistente Herzvitien in Gehirn und andere Organe gelangen (Cavatyp).



Dementsprechend sind Leber und Lunge auch pratherapeutisch im Rahmen des Stagings vor

allem in fortgeschrittenen Tumorstadien obligat diagnostisch mitzubeurteilen.
1.6 Aktuelle Therapierichtlinien

1.6.1 Pratherapeutische Diagnostik

Stutzpfeiler einer individualisierten Therapieentscheidung im Sinne des informed consent ist
die umfangreiche Aufklarung (iber die bestehenden Therapieoptionen. Hierbei sind in
kurativem Ansatz derzeit mehrere Wege moglich, wobei Zeitpunkt und Art der Operation
sowie der Einsatz von (neo-)adjuvanter (R)CT im Besonderen von der Tumorhdhe bestimmt

werden.

Zum Standard des interdisziplindren Stagings gehoéren heute eine umfassende Anamnese,
Ultraschall des Abdomens, Labor inklusive Tumormarkerbestimmung (CEA), eine
vollstandige Koloskopie des gesamten Dickdarms sowie ein Réntgen-Thorax. Die komplette
Beurteilung des Kolons und Rektums ist insofern wichtig, als in bis zu 5 % der Falle weitere

Tumoren synchron auftreten kénnen (Chen und Sheen-Chen 2000).

Das diagnostische Vorgehen mit dem Ziel eines moglichst genauen klinischen Stagings
besteht zum einen aus digital-rektaler Untersuchung zur Lokalisation der Hohe des Tumors
(30-40 % der Tumoren konnen digital ertastet werden, also in einer Hohe bis 9 cm ab
Anokutanlinie), zum anderen aus starrer Rektoskopie und nachfolgend rektaler
Endosonographie zur Bestimmung der Tumorinfiltration uT und des Nodalstatus uN. Die
Biopsiegewinnung (meist bei starrer Rektoskopie) dient der histologischen Bestatigung des
Karzinomverdachts, der Bestimmung des Tumortyps und des Differenzierungsgrades. Zudem
kann auch eine Goldclipmarkierung am unteren Tumorrand gesetzt werden, um in
Zusammenarbeit mit dem Strahlentherapeuten moglichst viel gesundes Gewebe aus dem
Bestrahlungsfeld bei neoadjuvanter RCT auszuschlieBen und auch gegebenenfalls eine
sphinktererhaltende Therapie zu ermdglichen. Eine Sphinktermanometrie zur Erfassung der

analen Schliessfunktion ist ebenfalls durchzufihren.



Zur  Komplettierung der Umfelddiagnostik kann ein  kontrastmittelgestitztes
Computertomogramm von Abdomen und Becken sowie ein Magnetresonanztomogramm
des kleinen Beckens erstellt werden.

Ergeben sich bei der Sonografie Anhalte fir weitere suspekte Raumforderungen
intraabdominell oder intrahepatisch, so ist die sinnvolle Erweiterung der Diagnostik
erforderlich. (Gaedcke et al. 2011)

Die S3-Leitlinien empfehlen bei Verdacht auf befall umgebender Strukturen weiterhin auch
eine Zystoskopie oder eine gyndkologische Untersuchung. (FDG-)PET-CT wird nicht
empfohlen und auch von den Krankenkassen nicht bezahlt, da der Effektivitaitsnachweis

bisher fehlt (Schmiegel et al. 2005).

1.6.2 (neoadjuvante / adjuvante) (Radio-)Chemotherapie

Die alleinige oder in Kombination mit einer Strahlentherapie erfolgende Verabreichung von
Chemotherapeutika verfolgt diverse Ziele. Die Entscheidung fallt dabei jeweils im Rahmen
des Multidisziplindren Tumorboards; es muss individuell abgewogen werden, ob es sich um
eine kurative oder palliative Situation handelt. Auch im Falle einer palliativen Situation
kénnen zytoreduktive Operationen, Anlage eines Anus praeter, eine
tumorwachstumsbegrenzende RCT, etc. sinnvoll sein um Lebensqualitat weitestgehend zu
erhalten. Dies sollte individuell mit dem Patienten besprochen werden. In einigen Fallen
kann sogar durch die RCT eine primar palliative Situation in eine kurative Situation tGberfiihrt
werden.

Die RCT in primar kurativem Ansatz dient dem sogenannten Downsizing bzw. Downstaging
sowie dem Ermoglichen einer sicheren RO-Resektion. Dabei wird angestrebt, durch
Zytostatika und/oder Bestrahlung des Tumorgebietes das Wachstum zu stoppen und eine
Reduktion der Tumormasse zu induzieren (Downsizing, evtl. sogar T-Status-Senkung), oder
das UICC-Stadium zu senken (Downstaging). Dies hat zum Einen die Moglichkeit einer
schonenderen Operationstechnik zur Folge, zum Anderen werden dadurch aber auch erst
primar nicht Organ- und vor allem Sphinkter- (und damit Kontinenz-) erhaltende
Operationen in —erhaltende Uberfihrt, was die posttherapeutische Lebensqualitdt enorm
steigert. Dementsprechend muss der Operateur erfahren genug sein, um eventuell die

initiale OP-Methode nochmals zu (iberdenken. Dies spiegelt sich in den Ergebnissen der
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CAO/ARO/AIO-94-Studie wieder, bei der eine initial fir nicht moglich erachtete
sphinktererhaltende OP in 19% der Falle nach erfolgter RCT doch durchgefiihrt werden
konnte (Gaedcke et al. 2011).

2004 wurden erstmals die Resultate der CAO/ARO/AIO-94 Studie vorgestellt (Sauer et al.
2004), deren Langzeitergebnisse 2012 verdffentlich wurden (Sauer et al. 2012). Hier wurde
gezeigt, dass beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom UICC Il / lll eine praoperative
RCT mit 5-FU der postoperativen RCT mit 5-FU deutlich Uberlegen ist, was die lokale
Kontrolle belangt. Leider konnte nicht gezeigt werden, dass Gesamtiberlebensrate oder
Fernmetastasierung positiv beeinflusst werden. Um diese Faktoren zusatzlich glnstig
verandern zu konnen, wurde die Folgestudie CAO/ARO/AIO-04 initiiert, in der das
Therapieregime im experimentellen Arm um Oxaliplatin erganzt wurde. Zeitlich synchron
liefen ebenfalls Studien mit Oxaliplatin bei Rektumkarzinomen (ACCORD-12, STAR-01, NSAPB
R-04), welche jedoch bisher widerspriichliche Ergebnisse lieferten. Einzig in der
CAO/ARO/AIO-04 zeigten sich Hinweise, dass die lokale Kontrolle weiterhin verbessert und
auch die Fernmetastasierung beeinflusst werden kénne (Rodel et al. 2012). Jiingst wurden
die vorlaufigen Ergebnisse beim ASCO prasentiert, wo mit der Addition von Oxaliplatin in die
(neo)adjuvante Therapie eine signifikant verbesserte pCR aufgezeigt werden konnte (Roédel
et al. 2014). DFS-/0S-Analysen benétigen eine langere Beobachtungszeit und stehen noch

aus.

Die S3-Leitlinien empfehlen unter Einbeziehung der Ergebnisse der CAO-94-Studie eine
multimodale Therapie, bestehend aus neoadjuvanter RCT (50,4 Gy und 5-FU) und totaler
mesorektaler Exzision (TME) gefolgt von adjuvanter Chemotherapie. Dies ist mittlerweile
zum Standard in der Therapie des Rektumkarzinoms UICC Il / Il geworden.

Die ebenfalls derzeit durchgefiihrte verkiirzte Variante der multimodalen Therapie in Form
von 5 x 5 Gy liber eine Woche und folgender TME in der Folgewoche (bimodal) sei hier der
Vollstandigkeit halber genannt (Kapiteijn et al. 2001)),, jedoch zeigte sich zum Teil in
verschiedenen Phase-lll-Studien die Unterlegenheit gegeniiber der Langzeit-RCT (Gaedcke et
al. 2011). Bujiko et al. konnten sogar zeigen, dass die RCT gegenliber der Kurzzeitradiatio

eine starkere Tumorreduktion bewirkt, hohere pCR-Raten erzielt (16% vs. 1%) sowie CRM-



positive Félle von 12,9% auf 4,4% senken kann. Uberleben, Lokalrezidive und Sphinktererhalt

sowie Spattoxizitaten konnten nicht beeinflusst werden (Bujko et al. 2006).

Eine adjuvante RCT ist derzeit nur flr Patienten nach Understaging, Patienten mit
postoperativem R1-Status oder ohne praoperative RCT bei Rektumkarzinomen des mittleren
oder unteren Drittels im Stadium Il oder Il vorgesehen, eine reine praoperative Langzeit-
Radiotherapie scheint in den meisten Fallen unterlegen (Frykholm et al. 2001; Roh et al.

2009).

Meist korreliert ein durch die neoadjuvante RCT mit 5-FU induzierter Tumorregressionsgrad
(TRG) 2 bis 4 positiv mit besserem DFS, Gesamtiberleben und verringerter
Fernmetastasierung (Roédel et al. 2005). Umstritten ist zurzeit das weitere chirurgische

Vorgehen bei klinischer Komplettremission nach neoadjuvanter RCT.

In Frage gestellt wird auch der Nutzen einer adjuvanten Chemotherapie nach erfolgter
neoadjuvanter Therapie und Chirurgie. Der Stellenwert der bislang empfohlenen und
anzuwendenden adjuvanten Chemotherapie muss noch analysiert werden. Dahingehend
lauft derzeit die EORTC-22921-Studie, deren Ergebnisse aber noch abzuwarten sind.

Erste Anzeichen, dass die adjuvante Therapie bei Patienten nach praoperativer RCT keine
Vorteile bringt oder gar eine Ubertherapie darstellen kénnte (bei Patienten, die ein

Downstaging auf ypT0-2 ypNO erfuhren), wurden bereits aufgezeigt (Bujko et al. 2010).

Rektumkarzinome des UICC-Stadiums | werden meist primar der Operation unterzogen und
erhalten auch danach keine adjuvante Chemotherapie, da gezeigt wurde, dass bei alleiniger
En-Bloc-Lymphknotendissektion mit TME (Tumoren des unteren und mittleren
Rektumdrittels) bzw. PME (Tumoren des oberen Drittels) generell ausreichend niedrige
Lokalrezidiv- und Fernmetastasierungsraten bestehen und von einer (neo-)adjuvanten

Therapie nicht profitieren (Kapiteijn et al. 2001).



1.6.3 Toxizitats-Scoring

Fir die posttherapeutische Einschdtzung der Radiochemotherapie gibt es diverse Systeme,
die Nebenwirkungen quantifizieren. Der WHO/ECOG-Index und der Karnofsky-Index sind
Tools zur Einschatzung des Allgemeinzustandes von Patienten, welche aber auch an der
Universitat Gottingen durch den 1988 in den USA eingefiihrten und mehrfach
Uberarbeiteten CTC-Score (common toxicity criteria) ersetzt wurden. Im Juni 2003 wurde
dann nach Einfihrung der sogenannten adverse events (AE; unerwiinschte Ereignisse, die
danach eventuell dem Therapiekonzept kausal zugeordnet werden konnen) die dritte
Version des CTC-Scorings herausgegeben (CTCAE). Die Untergliederung erfolgt hier wie
bereits erwahnt auf Grund der AEs, welche dann in Schweregrade 1-5 unterteilt werden,
wobei 1 die geringgradigste Auspragung darstellt und 5 den Tod durch das jeweilige AE.
Hierflr stehen Listen und Kodierungen zur Dokumentation auch in vereinfachter Form zur
Verfiigung. Ein dhnliches Verfahren zeigt sich mit der WHO-Quantifizierung, die erstmals
1979 aufgestellt und 2000 durch das RECIST (response evaluation criteria in solid tumors)
erweitert bzw. ersetzt werden sollte. Die WHO nutzt hierbei die Einteilung der Grade 0-5,
wobei 0 den Normalzustand und 5 den Tod des Patienten darstellt. Die Einschatzung ist
allerdings nicht symptombezogen, sondern am Allgemeinzustand des Patienten orientiert
(Franklin et al. 1994; Shimizu und Saijo 2003; Schmoll et al. 2006).

Ein Beispiel findet sich im Anhang unter 6.1 Beispiele zum Toxizitats-Scoring.

1.6.4 Tumorregression

Die Angabe der Tumorregression kann wieder klinisch (cCR) oder pathologisch (pCR)
erfolgen. Dabei bestehen vielfache Klassifikationen, die beiden gebrauchlichsten Ein-
teilungen der pCR erfolgen nach Dworak (Dworak et al. 1997) oder Ryan (Ryan et al. 2005).
Beschrieben sei hier das Regressionsgrading nach Dworak. Dabei wird zwischen den Graden
0-4 unterschieden, die in aufsteigender Nummerierung eine starkere Regression bis hin zur
Vollremission darstellen. Zudem existiert seit 2005 eine nach Liersch et al. modifizierte

Variante (Liersch et al. 2005). Die Einzelkriterien sind in folgender Grafik dargestellt.
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Grad 0 Keine Regression

Grad 1 Tumor mit Fibrose und/oder Vaskulopathie

Grad 2 Fibrose mit wenigen restlichen Tumorzellen

Grad 3 Kaum nachzuweisende Tumorzellen in fibrotischem Gewebe

Grad 4 Keine Tumorzellen nachweisbar

Abbildung 3: Regressionsgrading nach Dworak

Grad 0 Keine Veranderung

Grad 1 <25% Regression

Grad 2 25-50% Regression

Grad 3 >50% Regression

Grad4 100% Komplettremission

Abbildung 4: Regressionsgrading modifiziert nach Liersch et al. 2005

Die cCR wird per digital-rektalem Tastbefund, Rektoskopie und rektaler Endosonographie
erhoben, stellt allerdings nur ein grobes Mal’ fiir den Regressionsgrad dar, da auch wenige
verbliebene, nicht erfassbare Tumorzellen zu einem Rezidiv oder einer Fernmetastasierung
fihren kénnen. Die histopathologisch erhobene Komplettremission (pCR) (ypTONOMO) im
Sinne der feingeweblichen Untersuchung des entnommenen Resektates und der
Lymphknoten ist hier klar Uberlegen. 2002 wurde bei Hiotis et al. mit 488 Patienten
eindrucklich dargestellt, dass nur bis zu 25% der klinisch eingeschdatzten Komplett-
remissionen pathologisch bestatigt werden konnten! Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass
circa 75 % der cCR residuelle Tumorreste aufwiesen und damit fir Rezidive oder Aussaat

pradisponiert waren (Hiotis et al. 2002).

Auch der ypTO-Status sei aber in (iber 5% der Falle noch mit verbliebenen mesorektalen
Lymphknotenmetastasen vergesellschaftet. Vereinzelt gibt es Zentren, die bei klinischer
Vollremission die sogenannte ,watch and wait” -Methode favorisieren und in zeitlich sehr
kurzen Abstianden Kontrolluntersuchungen durchfihren. Inwiefern diese Methode auf lange
Sicht vergleichbare Ergebnisse liefert, bleibt abzuwarten, die Nachsorge zeigt nach einem
medianen Follow-Up von 57 Monaten aber 3 % Lokalrezidive und 4 % Fernmetastasierung

(Habr-Gama et al. 2010). Der ypTO-Status wurde hier aber durch TEM erhoben
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(endoskopische mikrochirurgische Vollwandexzision), was als Kritikpunkt verbleibt, da nur

die vermeintlich ehemalige Tumorlokalisation entfernt wird ohne Umgebungssicherheit.

Ein weiteres Problem der cCR ist die fehlende Moglichkeit der mikroskopischen Evaluation
der lokoregiondren Lymphknoten. 2010 wurden Daten veroffentlicht, die den histologisch
untersuchten Nodalstatus in die Remissionsbeurteilung einbezogen. Um den ypT und ypN
Status erheben zu kénnen, wurden die Patienten nach neoadjuvanter RCT der Chirurgie
unterzogen und nach histopathologischer Begutachtung ergab sich ein signifikanter Unter-
schied in 5-Jahres-DFS und OS zugunsten des ypNO-Statuses mit 88.5 % bzw. 94.8 % zu
45.2 % bzw. 72.8 % (Vergleich ypNO mit ypN+) (Yeo et al. 2010).

1.6.5 Operative Strategien

Fir die Resektion der Tumoren des Rektums stehen derzeit diverse operative Mdoglichkeiten
zur Verfligung. Diese reichen von der transanalen lokalen Exzision (TEM) bis hin zur totalen
mesorektalen Exzision. Welche Methode dabei zum Einsatz kommt, entscheidet sich nach

klinischem Staging und Lokalisation des Tumors.

Die transanale endoskopisch-mikrochirurgische Abtragung (TEM) kommt bei Low-risk UICC |
Tumoren (cT1 G1-2 NOMO) zum Einsatz. Fur High-risk Karzinome cT1 G3-4 NOMO und cT2 ist
meist die transabdominelle PME/TME ein Erfordernis. Sobald klinisch der Verdacht auf T3
oder T4 besteht, der Tumor also das Stadium UICC Il oder Il erlangt, wird eine PME oder
TME durchgefihrt.

1.6.6 Rektumresektion und partielle / totale mesorektale Exzision (PME / TME)

Bei lokal fortgeschrittenen Tumoren im oberen Rektumdrittel (12-16 cm) ist moglicherweise
eine partielle mesorektale Exzision (PME) einer totalen mesorektalen Exzision (TME) bis zum
Beckenboden nicht unterlegen. Dies wird durch die GAST-05 Studie geprift, deren

Rekrutierung abgeschlossen ist.
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Generell sollte eine RO-Situation angestrebt werden. In Analogie zu den Kolontumoren wird
dies durch einen Sicherheitsabstand von ca. 1cm vom makroskopischen Tumorrand
angestrebt. Das Mesorektum wird horizontal zur Achse des Darmes abgetrennt, um ein
Coning (konisch zusammen verlaufende Resektionsrander) zu vermeiden, welches in einigen
Fallen dazu fiihrt, dass kleinste Metastasen hinterlassen werden kénnen (Leong 2000).

Bei Tumoren, die nicht sphinktererhaltend reseziert werden kdnnen, wird die radikalste
Technik, die abdominoperineale Rektumexstirpation (APE), durchgefiihrt, wobei
Sphinkterapparat und partiell die Levatormuskulatur ebenfalls entfernt werden (Becker et al.

2006).

1.7 Perioperatives Qualitaitsmanagement

Die S3-Leitlinien fur das kolorektale Karzinom sehen im Grundsatz keine
Schnellschnittuntersuchungen wahrend der Operation vor. Dennoch gibt es diverse
Indikationen wie z.B. die Untersuchung metastasensupekter Strukturen (Peritoneum, Leber,
paraaortale Lymphknoten). Hinzu kommt in Einzelfdllen auch die intraoperative Abklarung
des RO-Status am aboralen Rand des Resektates, um eventuell die Resektionsgrenzen zu
erweitern. Lokalexzisionen stellen ebenfalls einen Grund fir die Schnellschnittuntersuchung,
um Sicherheit der Exzision im Gesunden zu erlangen. Eine Kontraindikation fiir die
Schnellschnittuntersuchung oder Biopsieentnahme stellt die Infiltration von Nachbarorganen
dar, wobei geklart werden soll, ob es sich um Tumorinvasion oder um tumorumgebendes
Entziindungsgeschehen mit Adhadrenz der Strukturen handelt. Hierbei wurde gezeigt, dass
die Moglichkeit der Streuung von Tumorzellen massiv gesteigert wurde und somit
Lokalrezidivraten erhéht, DFS und 5-Jahres-Uberlebensraten signifikant gesenkt wurden.
Daher ist unbedingt die En-Bloc-Resektion und No-Touch-Methodik empfohlen (Zirngibl et
al. 1990).

Direkt postoperativ kann schon durch den Chirurgen eine Qualitatsbeurteilung der TME

erfolgen. Dies geschieht durch Kanilierung der A. mesenterica inferior oder der A. rectalis

superior und Injektion von verdinnter Methylenblaulésung zur Darstellung des
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Mesorektums. Anhand des Farbaustritts aus dem Resektat konnen dessen Intaktheit und die

Qualitatsklasse der TME erfolgen:

- Klasse 1 - komplette TME:
o kein Farbaustritt wahrend und nach der Injektion,

- Klasse 2 - makroskopisch kaum/nicht erfassbare Einrisse im Mesorektum:
o punktformiger Farbaustritt

- Klasse 3 - makroskopisch unvollstandige TME:

o Flachenhafter Farbaustritt

Im Anschluss erhadlt der Pathologe das frische Resektat und beurteilt aus pathologischer
Sicht, ob das Ausmall der Resektion die Kriterien der TME bzw. PME erfillt und inwieweit
makroskopische Defekte im Praparat vorhanden sind. Es kann auch eine Einschatzung nach
Mercury-Kriterien erfolgen. Zuséatzlich wird das Praparat auf Perforationen oder sichtbare
Tumorareale untersucht, ober- und unterhalb des Tumors erdffnet und der Abstand des
distalen Tumorrands vom aboralen Resektionsrand bestimmt. Es folgen Langenbestimmung
des Praparates (inklusive grofRter longitudinaler und transversaler Diameter des Tumors),
Tumorwuchsform, Lage zur peritonealen Umschlagfalte sowie die Suche nach weiteren
Polypen oder Lasionen im Prdparat und Aufspannen des Praparates auf Kork zur weiteren

Formalinfixierung (Liersch et al. 2005).

Feingeweblich erfolgt dann die zirkumferentielle Evaluierung der Resektionsrander inklusive
der Angabe des mikro- und makroskopischen Abstands zum Tumorrand. AnschlieBend wird
eine Untersuchung von mehr als 12 mesorektalen/perirektalen/periaortalen Lymphknoten

gefordert.

1.8 Follow-Up und Outcome

Die Nachuntersuchungen (Follow-Up) der beiden zugrunde liegenden Studienkollektive

wurden gemalR den S3-Leitlinien sowie Empfehlungen der deutschen Krebsgesellschaft 5

14



Jahre nach Studienprotokoll durchgefiihrt und die Patienten dann in die weitere Nachsorge
nach S3-Leitlinien Gbergeben.

Die posttherapeutische Uberwachung beinhaltete nach festgelegten Kriterien Anamnese,
klinische Untersuchungen, Kontrolle der tumorspezifischen Marker, Abdomensonographie,
Rektoskopie sowie bei Rezidivverdacht CT des Abdomens, des Beckens und Rontgen-Thorax.
Dies geschah jeweils im Abstand von 3 Monaten in den ersten 2 Jahren, dann halbjahrlich
und nach dem 5. Jahr einmal jahrlich bis zum 10. Jahr (Schmiegel et al. 2008; Schmiegel et al.

2010) .

Das Lokalrezidivrisiko konnte mit dem prdaoperativen RCT-Therapieregime der CAO-94-Studie
nach 5 bzw. 10 Jahren auf unter 10 % gesenkt werden. Weiterhin prognoselimitierend ist
jedoch die Entwicklung von fernmetastastischen Rezidiven in ca. 30-40 % der Falle (Sauer et
al. 2012). Hier bleibt es aktuell abzuwarten, ob die Langzeit-Ergebnisse der CAO-04-Studie

durch Hinzunahme von Oxaliplatin in die Chemotherapie eine Reduktion zeigen werden.

1.9 Der Her2/neu-Rezeptor

Her2/neu ist ein Rezeptor der EGFR-Familie. Der human epidermal growth factor receptor
Subtyp 2, auch als erb-B2 oder c-erbB2 bezeichnet, ist also Target der epidermalen
Wachstumsfaktoren wie EGF (epidermal growth factor) oder NRG (Neuregulin).

Er fihrt Gber intrazelluldre Signalkaskaden zu Zellproliferation und Apoptosehemmung. Dies
geschieht zum einen (iber den RAS-MAP-Kinase-Pathway, zum anderen Uber den mTOR-

Pathway. Hieran erkennt man bereits das aggressiv-kanzerogene Potential dieses Rezeptors.

1.9.1 Intrazelluldre Vernetzung von Her2/neu

Bindet ein Ligand an die externe Domane der ErbB-Familie, kommt es zur Dimerisierung und
in Folge dessen zur Aktivierung interner Kinasefunktionen, was wiederum eine
Phosphorylierung der internen Tyrosine des Rezeptors bedingt. Diese phosphorylierten
Tyrosinreste bilden ihrerseits Startpunkte fiir die cytosolische Weiterleitung der Kaskade bis

in den Zellkern. Dort folgt die Aktivierung oder Hemmung von Genen mit konsekutiver
15



Hemmung oder Aktivierung von Zellprozessen wie Proliferation, Apoptose, Variation des

Expressionsmusters auf der Zellmembran u.v.m.

Die Ligandenfamilie der epidermalen Wachstumsfaktoren (EGF) bindet im Fall von Her2/neu
nicht direkt an den Rezeptor. Daher spricht man hier auch von ErbB2 als Orphan-(Waisen)
Rezeptor. Zudem scheint es, dass ErbB2 eher Co-Rezeptor-Funktionen aufweist, bzw. dass
die Familie der ErbB-Rezeptoren allgemein vorwiegend in Kooperation agiert. In
Mammakarzinomen konnte gezeigt werden, dass bei Nutzung eines intrazelluldren
Antikorpers gegen ErbB2 die Zellen in der G1-Phase arretierten. Diese Beobachtung ging
einher mit einem Phosphorylierungsverlust von ErbB3. Daraus resultiert die Erkenntnis, dass
die funktionelle Einheit hier aus dem Heterodimer von ErbB2/ErbB3 bestand (Neve et al.
2000). Zudem wird beschrieben, dass beispielsweise das Heterodimer aus ErbB1 und ErbB2
nicht nur die Rezeptoraktivitat steigert und verlangert, sondern anscheinend auch Einfluss
auf den Rezeptorkreislauf (Internalisierung, Recycling, Neubildung etc.) nimmt (Olayioye

2001).

Allen ErbB ist gemeinsam, dass sie (iber den MAP-Kinase-Pathway intrazelluldr fungieren.
Offenbar ist fir die MAPK-Aktivierung zumindest in der Initialphase die cytoplasmatische
Kinase Src notig, wahrend dies in spateren Phasen auch direkt durch den Rezeptor selbst
bewerkstelligt werden kann. Interessant ist auch, dass ein Stimulationsversuch mit NRG1
und NRG2 zwar intrazellular die gleiche Signalkaskade in Gang setzt, jedoch zu

unterschiedlichen Antworten auf Transkriptionsebene fihrt (Yarwood und Woodgett 2001).

Es wird also deutlich, dass nicht nur die Menge der exprimierten Her2/neu-Rezeptoren
maRgeblich fir die zellulare Antwort ist, sondern vielmehr die Bildung von Homo- und

Heterodimeren gleicher oder verschiedener Subtypen der ErbB-Familie (ErbB1-4).

Wie bereits erwahnt, stort Her2/neu zusatzlich die Apoptosefdhigkeit der Zelle. Dies
geschieht Gber das mTOR-Enzym (mammalian target of Rapamycin - mTOR), welches fir
Uberleben, Wachstum, Proliferation und Motilitit von Zellen von Bedeutung ist. Es konnte
(in Mausen) gezeigt werden, dass das YB-1-Protein in Her2-liberexprimierenden Tumorzellen

ebenfalls hochreguliert ist und (ber den mTOR/STAT3-Weg eine Blockade der Apoptose
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bewirkt. Die Hemmung des YB-1-Proteins flihrte zur Re-Induktion der Apoptose bzw. zum

Stopp des Tumorwachstums. (Fujii et al. 2009).

1.9.2 Her2/neu in Mamma-, Magen- und Rektumkarzinomen

Her2/neu hat erstmals im Mammakarzinom klinische Relevanz erlangt, als 1987 gezeigt
wurde, dass die Uberexpression von Her2/neu das Rezidivrisiko erhéht und mit einer
schlechteren Gesamtiiberlebensrate einhergeht (Slamon et al. 1987). Als therapeutisches
Mittel hat sich hier der Antikérper Herceptin (Trastuzumab) durchgesetzt, der, bei
friihzeitigerer Gabe, das Risiko fiir Lokalrezidive um bis zu 20% und Metastasierungen auf bis
zu 50% senken kann. Zum genauen Wirkmechanismus von Herceptin gibt es bislang noch

keine belastbare Aussage (Wagener und Miller 2010):

1. Verhinderung der intrazellularen Pathway-Aktivierung durch Tyrosinkinase-
Dimerisierung

2. Verminderung der Rezeptordichte durch Bindung und Internalisierung des
Rezeptor-Herceptin-Komplexes

3. Immunreaktion und Zerstérung der Zelle

4. supportiver/additiver Effekt zu anderen Chemotherapeutika

Trastuzumab ist derzeit nur fir Mamma- und Magenkarzinome mit Uberexpressionsstatus
zugelassen und in Verwendung, so zeigte es seine Wirkung bereits in der ToGA-Studie
(Trastuzumab for Gastric Cancer), in der signifikant das mediane Uberleben von 11,1
Monaten auf 13,8 Monate gesteigert werden konnte (Bang et al. 2010).

Nachfolgesubstanzen wie Lapatinib, Pertuzumab (welches seine Wirkung beim Her2/neu-
positiven nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC) bereits gezeigt hat (Johnson und
Janne 2006)) und TDM-1 sind in Erprobung, jedoch zeigten sich in der Therapie mit Lapatinib
(im Vergleich zu Trastuzumab) signifikant weniger pathologische Komplettremissionen (pCR)
und kein signifikanter Einfluss auf das Gesamtiiberleben. Zudem zeigte sich ein anderes und
leicht verstarktes Nebenwirkungsspektrum (Untch et al. 2012; Berghoff et al. 2013). Es bleibt
zu untersuchen, inwiefern sich diese oder weitere Substanzen auch fiir das Magen- und

Rektumkarzinom als wirksam erweisen. Erst kiirzlich wurde ein Fall publiziert, bei dem ein
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Patient mit metastasiertem, Her2-Uberexprimierenden Rektumkarzinom erfolgreich mit
Trastuzumab behandelt wurde. Dort wurde von einer ausgepragten Regression berichtet
(Sorscher 2011). In Kombination mit Daten unserer Forschergruppe (Conradi et al. 2013), die
zeigen, dass Her2/neu in bis zu 26,7% der Resektate und 12,4% der pratherapeutischen
Biopsien Uberexprimiert wird, ergibt sich ein dringlicher Forschungsbedarf in Richtung Her2-
targeted therapy des Rektumkarzinoms. Eine Validierung der Erkenntnisse soll an einem

groRen Kollektiv in dieser Studie gelingen.

Voraussetzung flr ein Ansprechen ist immer, dass das Gen auch wirklich amplifiziert und die
Rezeptoren auf der Zelloberflache Uberexprimiert sind. Im klinischen Alltag sind von der
ASCO (American Society of Clinical Oncology) und vom CAP (College of American

Pathologists) folgende Tests empfohlen:

Immunhistochemischer Nachweis des Her2-Proteins: Ist in mehr als 30 % der Tumorzellen

das Protein nachweisbar, gilt eine Antikorpertherapie als indiziert. Dies dient meist als
Primartest.

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH): Fallt der Primartest mittels IHC mit geringer als

30 % gefarbtem Anteil aus, ist die FISH indiziert. Sie dient der Darstellung von DNA (und
RNA) und kann somit intranukledre Vervielfdltigungen des Genmaterials per Fluoreszenz
darstellen. Fiir Positivitat sind hier im Durchschnitt mehr als 6 Kopien des Her2-Gens bzw.

eine Ratio von tiber 2,2 (Her2-Gene zu Chromosom-17-Zentromeren) pro Zellkern gefordert.

Fur die Bestimmung des Her2/neu-Status gelten beim Rektumkarzinom die gleichen, fur das
Magenkarzinom leicht modifizierte Kriterien (siehe Kapitel 2.3.7, Kap. 2.3.8, Kap. 2.3.10).
Zudem wird dort zumeist die Dual-ISH eingesetzt, die mindestens gleichwertig, wenn nicht
sogar Uberlegen und mit geringerem Aufwand und damit niedrigeren Kosten verbunden ist

(Raschoff et al. 2010a).
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1.10 Zielsetzung und Fragestellung

Diese Studie sollte die Ergebnisse aus unserer Forschergruppe prifen und an einem
groBeren, multizentrischen Kollektiv validieren. Das Primarziel besteht daher in der
Auswertung des Anteils an Her2-positiven Rektumkarzinomen an der Gesamtkohorte in

einem groRen multizentrischen Kollektiv.

Daher sollten hier folgende Fragestellungen beantwortet werden:

- Wie haufig ist Her2 in den untersuchten Resektaten immunhistochemisch positiv?

- Wie haufig ist Her2 tatsachlich auf Genebene amplifiziert?

- Inwieweit sind die Ergebnisse mit denen von Conradi et al. 2013 reproduzierbar bzw.
konnen validiert werden?

- Lassen sich die Ergebnisse mit klinischen Parametern wie Alter, Geschlecht,
Rektumdrittel etc. korrelieren?

- Konnte Her2 einen Indikator fir erhohte Tumoraggressivitait im Sinne des UICC-
Stadiums (Invasionstiefe / Nodalstatus / Metastasierung) darstellen?

- Lasst sich ein Zusammenhang zwischen Her2-Positivitdit und Rezidivverhalten, CSS
und TTR herstellen und eine Prognoseabschatzung ableiten?

- Eignet sich Her2 als potentielles Therapie-target?
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2. Patientenkollektiv und Methoden

2.1 Das Patientenkollektiv

Das analysierte Material stammt von Patienten der beiden multizentrischen, prospektiven
und randomisierten Phase-lll-Studien der German Rectal Cancer Study Group (GRCSG). Die
Gesamtzahl der in beiden Studien gescreenten Patienten belduft sich auf 2088, wobei
hiervon 1265 auf die CAO/ARO/AIO-04-Studie und 823 auf die CAO/ARO/AIO-94-Studie

entfallen.

2.1.1 Die CAO/ARO/AIO-94-Studie

Die multizentrische, prospektive und randomisierte Phase-lll-,CAO/ARO/AIO-94“-Studie
wurde initiiert, um den Effekt einer neoadjuvanten Radiochemotherapie auf das Outcome,
lokale Kontrolle und Metastasierung, DFS und OS von Rektumkarzinomen der lokal
fortgeschrittenen Stadien nach UICC Il und Il zu untersuchen. Bis Juli 2002 wurden 799
Patienten in diese Studie eingeschlossen, welche sich aus 26 deutschen Zentren rekrutierten

(Sauer et al. 2012).
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Abbildung 5: Teilhabende Zentren der CAO-94-Studie
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Quelle: www.mixmaps.de AD 12.02.2014 — fiir eine vollstandige Liste siehe Anhang.

Bis zu diesem Zeitpunkt war die Standardtherapie bei operierbaren, lokal fortgeschrittenen
Rektumkarzinomen (T3/4 N+) die primare Operation sowie adjuvante Chemotherapie mit 5-
Fluorouracil (5-FU). Die CAO/ARO/AIO-94-Studie sollte nun den Effekt einer kombinierten
Radiochemotherapie untersuchen und gleichzeitig evaluieren, ob eine pra- oder
postoperative Applikation bessere Ergebnisse erzielte.

Hierzu wurden 2 Studienarme gebildet, in die die Patienten randomisiert wurden.

Operationstechniken waren standardisiert und beinhalteten die TME. Der RCT-Therapieteil
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bestand aus einer 5-woéchigen Radiochemotherapie mit Verabreichung von 5-FU in der
ersten und flnften Woche. Insgesamt wurden im Zeitraum dieser 5 Wochen 50,4 Gy
Strahlendosis und 10.000 mg/m? Kérperoberfliche (KOF) 5-FU Chemotherapie appliziert. Die
Einzeldosen betrugen 1,8 Gy bzw. 1000 mg/m?/d. Die Radiotherapie konzentrierte sich dabei
auf den Bereich des Tumors und der pelvinen Lymphknoten und war in beiden Armen gleich,
bis auf einen 5,4 Gy Boost im postoperativen RCT-Arm (B), die Chemotherapie wurde
systemisch als 120 h -Infusion verabreicht.

Dem RCT-Teil ging im Arm A die Operation voraus, im Arm B folgte sie danach, in jedem Falle
aber mit einem zeitlichen Abstand von 4-6 Wochen. Waren RCT und Operation abge-
schlossen, folgte in beiden Armen eine adjuvante Weiterbehandlung mit 5-FU als Mono-

therapie in 4 Zyklen zu jeweils 5 x 500 mg/m?/d als i.v. Bolus.

Als Primadrendpunkte wurden 5-Jahres-Uberleben und lokale sowie Metastasierungs-
Kontrolle gesetzt. Sekundare Endpunkte bestanden in der Analyse des Anteils der RO-
Resektion, sphinktererhaltende Operationsmoglichkeiten, Toxizitdten, OP-Komplikationen
und der Lebensqualitat. Einen Vorteil im Gesamtiliberleben zeigte keiner der beiden Arme
(76 % praoperativ vs. 74 % postoperativ), jedoch verbesserte sich bei praoperativer RCT
signifikant die lokale Kontrolle (Rezidive in 6 % praoperativ vs. 13 % postoperativ) und zeigte

zudem eine reduzierte Toxizitat (Sauer et al. 2004).

Kirzlich wurden auch die Langzeitergebnisse mit einem medianen Follow-Up von 134
Monaten veroffentlicht, welche ebenfalls zeigten, dass sich das Gesamtiiberleben durch
Anderung der Reihenfolge im Therapieschema nicht dndert. Jedoch wurde nochmals
bestatigt, dass auch nach 11 Jahren weiterhin im praoperativen RCT-Arm die Lokalrezidivrate
signifikant gesenkt werden konnte (10,1% im postoperativen vs. 7,1% im prdoperativen
Arm). Weiterfilhrende Versuche das DFS, OS und die posttherapeutischen
Fernmetastasierungsraten zu senken, wurden dann in der nachfolgenden CAO/ARO/AIO-04-

Studie aufgenommen (Rodel et al. 2012; Sauer et al. 2012).

Die Ergebnisse der CAO/ARO/AIO-94-Studie fiihrten mit den verbesserten therapeutischen
Ergebnissen (geringere Toxizitdten bei verbesserter lokaler Kontrolle) zur Durchsetzung der

praoperativen RCT als Standardtherapie beim Rektumkarzinom UICC 11 / Il
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2.1.2 Die CAO/ARO/AIO-04-Studie

Die CAO/ARO/AIO-04-Studie (Studiennummer NCT 00349076) wurde als multizentrische,
prospektive und randomisierte Phase-llI-Studie initiiert, um die Wirkung von beim
Kolonkarzinom bewadhrten Oxaliplatin in der Therapie des Rektumkarzinoms auszuloten.
Oxaliplatin wird bereits im adjuvanten Therapiesetting des Kolonkarzinoms eingesetzt und
soll nun sein Potential in Kombination mit der bereits bestehenden neoadjuvanten RCT mit
5-FU bei Rektumkarzinomen zeigen. Hierfir wurden 1265 Patienten initial in die
CAO/ARO/AIO-04-Studie aufgenommen und in die 2 Arme randomisiert. Beide Arme wurden
entsprechend aktueller Therapieempfehlungen behandelt (siehe Kapitel 2.1.1 CAO-94 Arm

B) und der Priifarm um Oxaliplatin erganzt.

Priméarer Endpunkt war hier vor allem die Verbesserung des DFS. Analog der CAO/ARO/AIO-
94-Studie wurden ebenfalls Patienten mit histologisch (bioptisch) gesichertem
Rektumkarzinom T3/4 oder N+ eingeschlossen. Die RCT im Priifarm enthielt eine kumulative
Gesamt-Radiatio von 50,4 Gy (in Einzeldosen von 28 x 1,8 Gy) und 7000 mg/m?KOF 5-FU
(Einzeldosis 250 mg/m?/d) sowie Oxaliplatin 200 mg/m? (Einzeldosis 50 mg/m?/d). Auch

postoperativ wurde Oxaliplatin zusatzlich zum 5-FU verabreicht (2 x 100 mg/m?/d).

Sekunddre Endpunkte bestanden in Toxizitat, Compliance und histopathologischem
Response. Erste Analysen zeigen, dass die mit Oxaliplatin intensivierte Therapie zu einer
Verbesserung der histopathologischen Antwort fiihrt und somit ofter (17% vs. 13%, odds

ratio 1.40, 95% Cl 1.02-1.92; p=0.038) eine pCR erreicht werden konnte (Rodel et al. 2012).
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Abbildung 6: Teilhabende Zentren der CAO-04-Studie
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Quelle: www.mixmaps.de AD 12.02.2014 — fiir eine vollstandige Liste siehe Anhang.
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CAO/ARO/AIO-94

;4 G:’ 4 TME H |5046y+10.000mg/m?s-Fu| |+ | 10.000 mg/m? 5-FU
005
| 50,4 Gy + 10.000 mg/m? 5-FU | TME 10.000 mg/m? 5-FU

CAO/ARO/AIO-04

50,4 Gy
5-FU 7.000 mg/m?
Oxaliplatin 200 mg/m?

TME

Abbildung 7: Prinzipielle Therapieschemata der CAO94 und CAO04

Folinat 6.400 mg/m?
Oxaliplatin 1.600 mg/m?
5-FU 34.400 mg/m?

Die beiden Studien gleichen sich prinzipiell im gelb gefarbten Therapiearm. Fiir die CAO/ARO/AIO-94 ist der rot

gefarbte Therapiearm der Kontrollarm wahrend der gelbe Arm den Prifarm darstellt. In der CAO/ARO/AIO-04

ist der gelbe Arm der Kontrollarm, wahrend der griine Arm den Priifarm darstellt.

2.1.3 Ein-/Ausschlusskriterien

Die Untersuchungen fanden am akquirierten Material aus den Studien der CAO/ARO/AIO-94

und -04 statt und es bedurfte keiner weiteren Modifizierung der Ein- bzw. Ausschluss-

kriterien.
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2.2 Klassifikation

Fir die Entscheidung fir oder gegen eine (neo-)adjuvante Therapie wird ein Tool bendtigt,
mit dem Prognosen abgeschatzt werden kdnnen. Zugleich sollte es einen Grenzwert liefern,
der es im klinischen Alltag ermoglicht, zwischen Patienten zu unterscheiden, die von einer
(R)CT profitieren, und solchen, die damit tGbertherapiert wiirden. Die Patienten der beiden
hier analysierten Studien wurden daher nach den etablierten Klassifikationssystemen cTNM

und cUICC, wie im Folgenden beschrieben, klassifiziert:

Die WHO-Klassifikation von 2000 fir das KRK unterscheidet verschiedene histologische
Grundtypen des KRK:

- Adenokarzinome

- muzindse Adenokarzinome
- Siegelringzellkarzinome

- adenosquamodse Karzinome
- Plattenepithelkarzinome

- kleinzellige Karzinome

- undifferenzierte Karzinome

In Gber 90% der Falle liegt ein Adenokarzinom vor. Hier ist weiter die histologische
Unterscheidung nach Differenzierungsgrad notig, wobei niedrigmaligne (gut differenziert G1
und malig differenziert G2) und hochmaligne (schlecht differenziert G3 und undifferenziert

G4) Karzinome unterschieden werden (Bocker et al. 2004).

Die UICC (Union Internationale Contre le Cancer) stellt 2 Klassifikationssysteme zur

Verfigung: das TNM-Staging und die Einteilung nach UICC, die das TNM-Staging klinisch

vereinfachen und eine Prognoseabschatzung ermoglichen soll.
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2.2.1 Die TNM-Klassifikation

Diese Einteilung wurde 1943-1952 von Pierre Denoix entwickelt und seit 1950 von der UICC
weiterverwendet. Die aktuelle TNM-Klassifikation von 2010 sieht dabei folgende Kriterien

vor, welche stets vom Pathologen evaluiert und angegeben werden sollten:

Primartumorausdehnung T (0,is,1-4)

- Lymphknotenmetastasen N (0-3)

- Fernmetastasen M (0,1)

- Grading G (1-4, s.0.)

- Residualtumor nach operativer Entfernung R (0-2)
- LymphgefaBbeteiligung L (0,1)

- Venenbeteiligung V (0-2)

- Perineuralbeteiligung Pn (0,1)

Diese Klassifikation kann durch geeignete Prafixe erganzt werden, die die Art der Erhebung
der Befunde darstellen. Beispielsweise seien hier die klinisch relevanten cTNM
(pratherapeutisch, klinisch), uTNM (sonografisch, teil des cTNM) und pTNM (postoperativ,
pathologisch) genannt. Zur Beurteilung von Resektaten nach neoadjuvanter Therapie ist das

Prafix ,py“ vorgesehen.

Anhand des TNM-Stagings lassen sich Aussagen Uber die Prognose eines Befundes ableiten

und auch therapeutische Entscheidungen werden hieran orientiert.

Postoperativ sollten Operateur bzw. Pathologe die Qualitat der Resektion angeben. Hierfir
wird nach UICC der R-Status (R fiir Residualtumor) gefiihrt, bei dem zwischen RO (Resektion
im Gesunden = kein Residualtumor), R1 (mikroskopischer Residualtumor) und R2
(makroskopischer Residualtumor) differenziert wird. Anzustreben ist immer ein RO-Status

ohne Tumorverbleib im Korper.
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2.2.2 Die UICC-Klassifikation

Die TNM-Klassifikation von 2002 wurde mittlerweile aktualisiert und ist nun in 7. Auflage aus

dem Jahr 2010 verfiigbar (Wittekind 2010). Die UICC-Klassifikation des Rektumkarzinoms

richtet sich dabei nach den TNM-Stadien, wichtet die Kriterien und erstellt die Stadien 0-1V,

aus denen sich prognostische Aussagen ableiten lassen. Dieses vereinfachte System gliedert

sich folgendermalen:

Jede Fernmetastase fiihrt automatisch zur Klassifizierung UICC IV
Jeder nodal-positive Status ohne Fernmetastasen ergibt UICC llI
fortgeschrittene Tumoren T3/4, NO, MO ergeben UICC Il
Tumoren T1/2, NO, MO erben UICC |

Intraepitheliale Tumoren Tis (ehemals carcinoma in situ) ergeben UICCO
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Abbildung 8: UICC-Klassifizierung nach TNM-Stadien

Die UICC-Klassifizierung ergibt sich nach den TNM-Stadien. Die rote Linie verdeutlicht die Trennung des
therapeutischen Vorgehens fiir den Tumor: oberhalb der Linie kann auf neoadjuvante Vorbehandlung
verzichtet werden, unterhalb der Linie ist diese durchzufihren.

T4a: Tumorbefall im viszeralen Peritoneum; T4b: Tumorbefall anderer Organe oder Strukturen

N1a: Metastase in 1 regionarem Lymphknoten (reg. LK); N1b: Metastasen in 2-3 reg. LK; N1c: Satelliten ohne

reg. Lymphknotenmetastase; N2a: Metastasen in 4-5 reg. LK; N2b: Metastasen in 7 oder mehr reg. LK

2.3 Material und Methoden

Das in dieser Analyse untersuche Material entstammt den zwei Phase-llI-Studien der GRCSG,
die bereits ausfiihrlich in den Kapiteln 2.1.1 und 2.1.2 beschrieben wurden. Im folgenden
Consort-Diagramm (Abbildung 9) sind beide jeweils mit ihren Kontroll- und Prifarmen
dargestellt, wobei sich der Prifarm der CAO-94 und der Kontrollarm der CAO-04 im
Therapieprotokoll gleichen. Dargestellt sind die Patientenzahlen fir den jeweiligen
Therapiearm in schwarzen Zahlen und das in dieser Arbeit ausgewertete Material in gelben

Zahlen.
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Abbildung 9: Kombiniertes Consort-Diagramm der CAO/ARO/AIO-Trials -94 & -04

Die Patientenzahlen in schwarz und die in dieser Studie untersuchten Resektatzahlen in gelb. Die drei farbigen
Rahmen gruppieren die drei prinzipiell verschiedenen Therapiegruppen (Kontrollarm CAO-94 griin, Prifarm
CAO0-94 & Kontrollarm CAO-04 orange, Prifarm CAO-04 dunkelrot). Entsprechende Farben finden sich auch in

folgenden Tabellen wieder.
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Aus dieser Grafik lasst sich ebenfalls erkennen, dass die hier eingeschlossenen Patienten
nicht alle entsprechend ihrer Randomisierung therapiert wurden. Einige wurden im Verlauf
in den anderen Arm gewechselt und ein recht grolRer Anteil wurde nicht adjuvant
nachbehandelt. Genaue Zahlen und Griinde hierfir finden sich auch in Abbildung 9.

Hierunter zahlen beispielsweise:

- Downstaging nach erfolgter neoadjuvanter RCT auf ein Stadium UICC O oder 1,

- Hochstufung auf einen hoéhergradigen Tumor nach UICC (Progress, Metastasierung,
etc.),

- Unvertraglichkeiten und Nebenwirkungen der (neo-) adjuvanten (Radio-) Chemo-
therapie sowie perioperative Komplikationen,

- Tod.

Dies bedingt jedoch auch, dass Analysen bezliglich einiger klinikopathologischer Variablen
(wie z.B. die Uberlebensdaten zum Zeitpunkt des Follow-Ups) nicht einfach anhand des
Enrollments korreliert werden diirfen, da eine fehlende adjuvante Therapie groRen Einfluss
ausiben kann. Daher werden im Folgenden neue, der tatsdchlichen Therapie (as treated)

angepasste und Uber beide Studien (sofern moglich) zusammenfassende Subgruppen

erstellt:

- A CAO/ARO/AIO-94-Arm A = oP adj. 5-FU

- B CAO/ARO/AIO-94-Arm A = oP

- C CAO/ARO/AIO-94-Arm B = neoadj. 5-FU oP adj. 5-FU
CAO/ARO/AIO-04-Arm A = neoadj. 5-FU oP adj. 5-FU

- D CAO/ARO/AIO-04-Arm A = neoadj. 5-FU oP

- E CAO/ARO/AIO-04-Arm B = neoadj. 5-FU + Ox oP

- F CAO/ARO/AIO-04-Arm B = neoadj. 5-FU + Ox oP adj. 5-FU + Ox.
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2.3.1 Das untersuchte Material der CAO-94-Studie

Das untersuchte Material stammt einerseits aus der multizentrischen Studie CAO/ARO/AIO-
94 zum Rektumkarzinom. Von den Uber 800 urspriinglich vorgesehenen Patienten lag
deutschlandweit Material von insgesamt 794 Patienten vor. Zu Analysezwecken forderten
wir von den jeweiligen Zentren pro Patient einen tumortragenden Block an und erhielten
Resektatblocke zu 229 Patienten aus 5 Zentren (inklusive der bereits in Gottingen
vorliegenden Fille). Der geringe erhaltene Anteil begriindet sich zum einen darin, dass
Patientenmaterial bereits vernichtet wurde (nach Einhaltung der Archivierungsfrist von 10
Jahren). Zum anderen wurde teilweise durch die einzelnen Zentren vorselektiert, d.h. leere
Paraffinblocke oder TRG4-Material wurden nicht versandt. Zudem waren einige Zentren
leider nicht zu einer Kooperation bereit oder das Material fiel h6herer Gewalt zum Opfer
(Elbehochwasser in Dresden). Eine Auflistung der beteiligten Zentren findet sich im Anhang

unter 6.2 Kooperation mit den Zentren der CAO-94.

2.3.2 Das untersuchte Material der CAO-04-Studie

Andererseits wurde aus der multizentrischen Studie CAO/ARO/AIO-04 Material rekrutiert.
Von den vorgesehenen Patienten lag deutschlandweit auf 88 Zentren verteilt Material von
1197 Patienten vor. Wir erhielten davon 609 Tumorresektatblécke aus 58 Zentren (inklusive
der bereits in Gottingen vorliegenden Falle). Eine Liste der beteiligten Zentren findet sich

auch hier im Anhang bei 6.3 Kooperation mit den Zentren der CAO-04.

2.3.3 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine spezielle Form der Farbung von Schnittpraparaten, bei der
Uber einen Zwischenschritt Proteine oder Peptide nachgewiesen werden kdnnen. Der Vorteil
liegt in der grolRen Spezifitat der verwendeten Antikorper, was eine genauere Erkennung der
(eventuell in geringen Mengen vorliegenden) Epitope (Antigene) ermoglicht. Die speziell zur

Erkennung der ausgewdhlten Epitope verwendeten Antikdrper (Primarantikorper) binden an
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das jeweilige Antigen und werden dann Uber weitere Schritte selbst nachgewiesen. Dies

kann auf folgende Weisen geschehen:

- direkt: Der Primarantikorper ist selbst markiert und kann histochemisch lokalisiert
werden

- indirekt: Hierbei wird der Primarantikérper nicht selbst beobachtet, sondern das
(verstarkte) Signal, das durch die Bindung eines Sekundarantikorpers an den

Primarantikérper ermdglicht wird

Die haufiger verwendete Form ist die indirekte. Der Vorteil liegt hier vor allem in der
Moglichkeit der Amplifikation des Signals und somit der Darstellbarkeit auch weniger
Molekile im Praparat. Die Idee dahinter ist, dass immer nur ein Primarantikorper an das
gesuchte Epitop binden kann, man diesen aber so konfigurieren kann, dass an ihm mehrere
Sekundarantikérper haften und somit das Signal deutlich verstarken kénnen (Junqueira et al.

2004; Plattner und Hentschel 2011).

2.3.4 Her2/neu-spezifische Immunhistochemie

Die fiir die Identifizierung des Her2-Rezeptors genutzten Primarantikorper sind monoklonale
Kaninchen-Antikérper, die speziell fiir die Farbung von formalinfixierten, paraffingebetteten,
normalen und neoplastisch veranderten Geweben entwickelt wurden und gegen die interne
Doméane des c-erbB 2 Onkoproteins (HER2) gerichtet sind. Die Zwei-Schritt-Polymer-
Methode besteht dann weiter in der Zugabe des Detektionssystems, bei dem Horse-
radish/Peroxidase-gekoppelte Sekundarantikorper (HRP-SA) aufgebracht werden, danach
folgt 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) sowie Wasserstoffperoxid H,0,. Der HRP-SA ist gegen den
Primarantikbper gerichtet, bindet extrem spezifisch und bietet durch die vielfach
konjugierten HRP-Molekiile gute Reaktionsmdglichkeiten fiir die weiteren Reagenzien.

Das DAB wird durch die antikorpergekoppelte Peroxidase unter Oxidation des
Wasserstoffperoxids braun ausgefallt. Diese Farbung wird dann lichtmikroskopisch erfasst

und evaluiert.
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Da DAB und H,0, mit jeder Peroxidase reagieren koénnen, also auch mit solcher in
Normalgewebe (z.B. in Lysosomen, etc.), muss jede Peroxidase vor Zugabe des sekundaren
Farbekomplexes gehemmt werden, so dass am Ende auch spezifisch nur die gebundene
Peroxidase zur Farbereaktion genutzt werden kann. Dies geschieht hier tiber den UltraView

Peroxidase Inhibitor.

Die indirekte Zwei-Schritt-Polymer-Methode ist hochsensitiv und markiert auch geringe
Mengen des Her2 Rezeptors durch Amplifikation des Signals. Dies geschieht hier, wie bereits
beschrieben, durch die mehrfach mit HRP konjugierten Sekundarantikérper, die multipel

DAB umsetzen und somit farben kdonnen.

2.3.5 Anfertigung der histologischen Schnitte

Von den paraffingebetteten Resektatblocken wurden unter Nutzung des Schlittenmikrotoms
Microm HM 430 (MICROM International, Walldorf, Deutschland) in Schichtdicken von 2 um
Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden im Wasserbad auf die Wasseroberflache gelegt
und mit Glasobjekttragern (STAR FROST Microscope slides, Engelbrecht Medizin und
Labortechnik GmbH, Ebermiinde, Deutschland) herausgehoben, danach folgte eine kurze
Expansionsphase auf einer Warmeplatte und die Trocknung UGber Nacht im 40° Celsius -

Waéarmeschrank (Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland).

2.3.6 Farbung und Fertigstellung

(Die im Folgenden beschriebenen Chemikalien entstammen mit Ausnahme des Ethanols und

Xylols der Firma Ventana, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland)

Die Farbung erfolgte nicht manuell, sondern automatisiert unter standardisierten
Bedingungen. Hierfiir kam der Farbeautomat Ventana IHC Benchmark XT (Ventana, Tuscon -
Arizona, USA) zum Einsatz. Die Verwendung einer automatisierten Farbung liefert den
Vorteil des gleichbleibend guten und weniger fehleranfalligen Ergebnisses in Qualitdt und

Quantitat in und auch zwischen den verschiedenen Schnitten.
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Auf Entparaffinierung folgte die Antigendemaskierung mit einem Cell Conditioner (Cell
Conditioning 1 (CC1)), welcher die verbesserte Antigenprasentation durch Losung der durch
das Paraffin verursachten Bindungen im Gewebe ermdoglicht.

Im nachsten Schritt wurde dann der Primarantikorper (PATHWAY HER2/neu (4B5)) appliziert
und fir 32 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe der Detektionskomponenten (ultraView
Universal DAB Detection Kit) erfolgte eine Kernfarbung mit Hamatoxylin (Hamatoxylin 11)
Gber 12 Minuten und anschlieBend das Bluing (Bluing Reagent) Gber 4 Min. Danach wurden
die Objekttrager mit Waschlosung gespilt, in aufsteigender Alkoholreihe mit Xylol
(Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Niederlande) entwassert und abschlieRend mit Vitro
Clud (R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik, Emmendingen, Deutschland) und

Deckglasern (Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) eingedeckt.

2.3.7 IHC-Auswertung

Die Auswertung der angefertigten Gewebeschnitte wurde nun anhand eines etablierten
Scoring-Systems durchgefiihrt, das fir Mamma- und Magenkarzinome entwickelt und durch
Ruschoff et al. modifiziert wurde (Rischoff et al. 2010a). Anwendung hat dieses Scoring
bereits in Nachuntersuchungen zur ToGA-Studie gefunden, in der die Positivitatsrate des
Her2-Status erhoht werden konnte (Bang et al. 2010). Zudem wurde es auch in der

Auswertung der Rektumkarzinome in unserer Forschergruppe (Conradi et al. 2013) genutzt.

Die genauen Kriterien fir die Nutzung dieses Scorings beim Rektumkarzinom differieren

leicht von denen bei Mammakarzinomen und entsprechen denen fiir das Magenkarzinom.

Um die Gewebeschnitte Gberhaupt auswerten zu kdénnen, ist fiir gewonnene Biopsien eine
Mindestzahl von > 5 Tumorzellen im Verband und im Resektat nicht weniger als 10 % der
Tumorzellen als membrangefarbt gefordert (sog. Area-Cut-Off).

Desweiteren ist vorgesehen, dass nur Zellen einbezogen werden dirfen, die an den
Interzellularkontakten Membranfarbung aufweisen. Zirkularitdt der Farbung ist kein
Kriterium, da Drisenzellen am luminalen Pol keine Rezeptorexpression aufweisen. Rein
basale, luminale, nukledre, cytoplasmatische oder granuldare Anfarbungen diirfen nicht

einbezogen werden, diese kommen ebenfalls bei intestinalen Metaplasien vor.
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Dies ist nun Voraussetzung fiur das folgende, von Rischoff et al. (2010) als ,Objektivregel”

eingefiihrte Verfahren (mit Bildbeispielen in Abbildung 10):

1. Die IHC 3+-Wertung erhalten all diejenigen gefiarbten Gewebe, die im
Lichtmikroskop bei einer VergroRerung von 2,5x bis 5x gut als lineare
Membranfarbung erkennbar sind im Sinne einer starken Farbung (d)).

2. Fur die IHC 2+ - Wertung gilt dies bei einer ObjektivvergréBerung von 10x bis 20x
(c)).

3. Als IHC 1+ wird derjenige Gewebeschnitt klassifiziert, der erst bei einer
ObjektivvergroRerung von 40x als gefarbt identifiziert werden kann und sehr
schwache Farbungen aufweist (b)).

4. IHC 0 gilt fur alle nicht gefarbten Prdparate, Biopsien mit weniger als 5

Tumorzellen und Resektate mit < 10 % gefarbtem Tumoranteil (a)).
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Abbildung 10: Mikroskopische IHC-Klassifikation (Objektivregel nach Riischoff)

a) keine Farbung bei 40x Objektiv = IHC 0; b) gefarbte Membranen bei 40x Objektiv in >10% der Tumorzellen =
IHC 1; c) gefarbte Membranen bei 10x Objektiv in >10% der Tumorzellen = IHC 2; d) gefarbte Membranen bei
5x Objektiv in >10% der Tumorzellen = IHC 3; e) 40x VergroRerung des in d) gezeigten IHC3-Beispiels.
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2.3.8 Prinzip der In-situ-Hybridisierung (ISH)

Die In-situ-Hybridisierung (ISH) ist eine Methode, die molekularbiologisch den Nachweis von
RNA und DNA in Geweben, Zellen oder Metaphasechromosomen erlaubt. Dies geschieht
durch spezifisch fiir den jeweiligen Zweck erstellte Sonden, die an das korrespondierende
Basenpaar im DNA- oder RNA-Strang binden kénnen. Da dies direkt an Gewebeschnitten der
Praparate erfolgen kann, spricht man von In-situ-Hybridisierung.

Gene bestehen aus vielen (hundert) Nukleotiden in festgelegter Aufreihung. Das Verfahren
setzt also voraus, dass die Neukleotidreihenfolge des gesuchten DNA-Abschnittes bekannt
ist, in diesem Fall speziell das Her2-Gen. Hierflr liegen von der Firma Ventana bereits
spezifische Sonden vor. Nach Auswaschung der nicht gebundenen Sonden liegen dann nur
noch Sonden vor, die mit dem DNA-Strang hybridisiert sind. Um diese dann darzustellen,
werden weitere Detektionskomponenten bendtigt, so z.B. antikérpergekoppelte Fluo-
reszenzfarbstoffe, radioaktive Nukleotide oder andere Molekiile. Der Nachweis erfolgt also

indirekt.

In Magenkarzinomen fand die Darstellung des Her2-Gens mittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) statt. Jedoch zeigte sich, dass die Dual-in-situ-Hybridisierung (DISH)
dieser Variante Uberlegen war (Riischoff et al. 2010a). Conradi et al. nutzten 2013 bereits
diese neue Form fiir Ihre Analysen. Der Vorteil liegt insbesondere in der besseren
Vergleichbarkeit der IHC- und ISH-Gewebeschnitte. Dies ist von besonderer Wichtigkeit, da
die IHC-Farbung und auch die Genamplifikation in solchen Tumoren extrem heterogen sein
konnen. Ein direkter Vergleich ist also wichtig, um im jeweiligen Praparat die per IHC
angefarbten Areale zu identifizieren und dann im ISH-gefdrbten Prdparat gezielt ansteuern
zu koénnen. Wie beschrieben nutzt die IHC-Auswertung Objektivvergroferungen zwischen
2,5-fach und 40-fach. Fiir die FISH ist allerdings eine 100-fache VergroRerung notig. Hier
zeigt sich der Vorteil einer lichtmikroskopischen DISH-Auswertung, da hier Objektive mit 20-,

40- oder 60-facher VergroBerung genutzt werden kdnnen.

Die hier verwendete DISH fullt auf der Markierung des Her2-Gens und des Zentromers des
17. Chromosoms (Chr17Z). Die Sondierung fand mittels INFORM HER2 Dual ISH DNA Probe

Cocktail (Ventana Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) statt, der spezifisch jeweils
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diese beiden Targets ansteuert. Die korrekte Zuordnung der Signale ermdéglichte dann je ein

anderer Farbstoff:

- Her2-Gen: - ultraView SISH DNP Detection Kit (Ventana Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland)
- Dinitrophenyl-gekoppelte Sonde

- ergibt lichtmikroskopisch ein isoliert schwarzes Signal

- Chr-17-Zentromer: - ultraView Red ISH DIG Detection Kit (Ventana Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland)
- Digoxigenin-gekoppelte Sonde

- ergibt lichtmikroskopisch ein isoliert rotes Signal

Die Auswertung geschieht dann durch Relationierung der Anzahl der beiden farbigen Signale

pro Zelle zueinander.

2.3.9 DISH-Farbeprotokoll

Die Gewebeschnitte wurden wieder analog zu dem bereits in 2.3.5 beschriebenen Verfahren
angefertigt. Die weiteren Farbeschritte lGbernahm wieder der Ventana Benchmark XT

vollautomatisch:

Citrat und eine Protease bereiten antigendemaskierend die Gewebeschnitte u.a. durch
Denaturierung der DNA-Strange vor. Danach folgt die Aufbringung des Sondengemisches
und Inkubation zur Markierung der Targets. Nach Auswaschung der (iberzahligen Sonden
wird dann zuerst das Detektionskit flir das Her2-Gen aufgebracht und 20 min inkubiert,
danach das Kit fur das Chromosom-17-Zentromer fiir 32 min. Zuletzt erfolgt auch hier wieder

eine Kernfarbung mit Hdmatoxylin (8 min) und im Anschluss das Bluing (4 min).
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2.3.10 DISH-Auswertung

Die Auswertung der Dual-in-situ-Hybridisierung orientierte sich analog den [IHC-
Auswertungen ebenfalls an den Kriterien, die auch fir das Mamma- und Magenkarzinom

Anwendung fanden.

Um ein besser einschatzbares Ergebnis zu erreichen, bildet man aus der Summe der
schwarzen (Her2-) Signale S und der Summe der roten (Chr17Z-) Signale R einen Quotienten

Q. Diese Ratio lasst sich in folgender Formel darstellen:

Die Zahlung erfolgt dabei so, dass alle schwarzen und roten Signale aus 20 reprdsentativen
Zellen eines Tumorzellverbandes subsummiert werden.
Nach Berechnung mit oben stehender Formel ergibt sich ein Quotient, der dann nach

folgendem schematischen Ablauf qualifiziert werden kann:

Q<1,8 Nicht Her-2-genamplifiziert Q<2,0

Ratio ——> 1,8<Q<2,2 —> \Weitere 20 Zellen auszahlen

AQx»22 Her-2-genamplifiziert Q=2,0

Abbildung 11: Entscheidungsbaum zur DISH-Auswertung
Werte zwischen 1,8 und 2,2 ergeben primar kein eindeutiges Ergebnis, daher miissen hier 20 weitere Zellen
nach denselben Kriterien ausgezahlt werden. Liegt die Ratio dann unter 2,0, gilt das Gen als nicht amplifiziert.

Flr Werte > 2,0 ist das Her2-Gen als amplifiziert anzusehen.
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Nebst den bereits genannten Kriterien gelten noch weitere Regeln fiir die Auswertung der

DISH-Analysen:

Es sollte immer eine Positivkontrolle erfolgen, bei der eine normale Zelle begutachtet und
ausgezahlt wird. Diese nicht entarteten Zellen weisen zumeist 1 oder 2 Signale des Her2-

Gens bzw. des Chrl17Z auf.

Die zu analysierenden Zellkerne dirfen keine sogenannten Bubbles enthalten, wie sie bei
Unterfixierung des Gewebes auftreten kdnnen. Farbefehler oder Fixierungsanomalien

bediirfen einer Neufarbung des Praparates.

Im Gewebeschnitt muss ein Tumorareal mit mindestens 20, besser 40 oder mehr
Tumorzellen gefarbt und frei sichtbar sein. Uberlagerungen durch andere Zellen oder
Artefakte, die zu Verzerrungen fiihren, dirfen das Blickfeld nicht stéren. Dieses Areal ist
idealerweise im korrespondierenden IHC-2-Praparat auszuwahlen und im ISH-Prdparat dann

erneut aufzusuchen.

Die Qualitat der Tumorzellen wird wie folgt beurteilt: Red-ISH- und Silver-ISH-Signale sollen
in der Mehrzahl der Tumorzellen im Zielbereich vorhanden und gut erkennbar sein.
Uberlappungen unter den Zellkernen filhren zum Ausschluss dieser Zellen. Es ist zudem zu
beachten, dass die Signale alle in etwa gleich grolR sind. GroRenvariationen kdnnen
Farbungsanomalien darstellen oder auch durch Verunreinigungen hervorgerufen werden,

solche Zellkerne sind ebenfalls nicht einzubeziehen (Conradi et al. 2013).
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Abbildung 12: ISH-Mikroskopie

f) ISH-Mikroskopie bei 60x VergréRerung, hier ein nicht Her2-amplifiziertes Praparat (z.B. groRer Zellkern in der
Bildmitte: mind. 5 schwarze Signale & mind. 6 rote Signale = Ratio 0,83).

g) ISH-Mikroskopie bei 40x VergroBerung, hier ein Beispiel aus einem Her2-amplifizierten Praparat (z.B.

Zellkern unten rechts: mind. 3 schwarze Signale & 1 rotes Signal = Ratio 3,0).

Bei der Farbung kann es in einigen Fallen auch zu Farbeartefakten der Chromosom-17-Sonde
kommen, was dazu fihrt, dass in den meisten Zellen eines Praparates nur ein rotes Signal
vorhanden ist. Dies fiihrt letztendlich dazu, dass in der Auswertung nach Ratio zu viele
Praparate positiv gezahlt werden.

Daher wurden in dieser Arbeit alle als positiv gewerteten Praparate nochmals auf ihren
Gencount (Anzahl der schwarzen Her2-Sonden) (iberpriift. Geht man davon aus, dass jede
nach Ratio positive Zelle 2 rote und mindestens 4 schwarze Signale aufweist (Ratio >2,0), so
ist jede schwarze Signalvermehrung (>4) unabhangig von der Anzahl der roten Signale als
Amplifikation zu verstehen (Beispiel 2 Rote & 5 Schwarze = Ratio 2,5).

Alternativ kdnnte man sich auch entscheiden, fiir alle Zellen die Anzahl der roten Signale auf
2 festzulegen, was automatisch alle Praparate mit 4 oder weniger schwarzen Signalen als per
Ratio negativ klassifiziert.

Der Sinn der Gencount-Analyse liegt primar im Ausschluss von Prdparaten, die auf Grund von
Farbeanomalien (falschlicherweise) nur ein rotes Signal aufweisen. Solche Zellen enthalten
weiterhin die normale Anzahl an schwarzen Signalen, werden in der Ratio aber

(falschlicherweise) positiv dargestellt.
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Angenommen eine Zelle hatte bei korrektem Farbeverhalten 3 schwarze und 2 rote Signale =
Ratio 1,5 = negativ. Ein Farbeartefakt mit nur einem roten Signal wiirde hier allerdings zum
Verhaltnis 3 zu 1 fihren = Ratio 3,0 = positiv).

Wir entschieden uns daher, alle untersuchten und Ratio-positiven Falle per Gencount
nochmals zu selektieren. Bei einem Durchschnittswert von 4 oder groRer erfolgte die
endglltige Positiv-Wertung. Alle initial Ratio-positiv gezahlten Falle, die einen Gencount von
unter 4 aufwiesen, wurden endgliltig negativ gewertet. Alle angegebenen Positivitdten sind

durch diesen Algorithmus entstanden.

2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Bearbeitung erfolgte in freundlicher Kollaboration mit Prof. Dr. Tim

Beilbarth aus der medizinischen Statistik der Universitatsmedizin Gottingen.

Die Korrelationen des Her2-Status mit kliniko-pathologischen Parametern erfolgten mittels
Chi-Quadrat-Test (WAENT 2008) und Exact-Fisher-Test (Fisher 1922).

TTR und CSS in Korrelation zum Her2-Status wurden in Kaplan-Meier-Kurven dargestellt, die
Uberpriifung der statistischen Signifikanz erfolgte hierbei mittels Logrank-Test.

Das Signifikanzniveau aller statistischen Auswertungen wurde auf 5% festgesetzt (p < 0,05).
Als Software zur Durchfiihrung der Analysen kam ,,R” in der Version 3.1.1 zum Einsatz und

Uberlebensdaten wurden mittels R-package-Survival berechnet (RDC 2008).
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3. Ergebnisse

3.1 Das analysierte Kollektiv

In Subgruppe A untersuchten wir also Material von 66 nach OP adjuvant (RCT, 5-FU)
behandelten Patienten mit einem Durchschnittsalter von 60,2 Jahren. Von diesen waren 40
mannlich, 26 weiblich. Der Grof3teil der Tumoren war mit 80,3 % im unteren und mittleren
Rektumdrittel lokalisiert. Die Resektion fand in Abhadngigkeit von der Tumorhohe in 19 Fallen
(28,8 %) mittels abdomino-perinealer Exstirpation (APE) statt. Sechs mal (9,1 %) wurde
intersphinktar abdomino-perineal (APR) reseziert und in 41 Fallen (62,1 %) wurde eine tiefe
anteriore Rektumresektion (TARR) durchgefiihrt.

Nach einer mittleren Follow-Up-Zeit von 110 Monaten (9,2 Jahre) lebten noch 39 Patienten
(59,1 %), 27 verstarben (40,9 %). Unter den verstorbenen Patienten fand sich in 17 Fallen

(63,0 %) ein Rezidiv des Tumorleidens als Ursache.

Rein operativ versorgt (Subgruppe B) blieben 38 Patienten eines durchschnittlichen Alters
von 64,2 Jahren, 23 davon mannlich und 15 weiblich. Eine adjuvante Nachbehandlung war
beispielweise im Rahmen eines niedrigen Tumorstadiums (im OP-Prdparat) nicht indiziert.
Der Grof3teil (89,5 %) der Tumoren war dabei im unteren oder mittleren Rektumdrittel
lokalisiert und wurde in 11 Fallen (28,9 %) mittels APE, in einem Fall (2,6 %) mittels APR und
bei 25 Patienten (65,8 %) durch TARR reseziert.

Die mittlere Follow-Up-Zeit betrug hier 92 Monate (7,7 Jahre) und zum Zeitpunkt der
Erhebung lebten noch 20 Patienten (52,6 %). Bei 7 der 17 verstorbenen Patienten war ein

Rezidiv ursachlich.

In Gruppe C fassten wir hier 261 Patienten zusammen, die eine neoadjuvante RCT erhielten
und nach Operation adjuvant (jeweils mit 5-FU) nachbehandelt wurden. Der
Altersdurchschnitt der 188 mannlichen und 73 weiblichen Patienten lag bei 63,0 Jahren.
86,2 % der Tumoren konnten dem unteren oder mittleren Rektumdrittel zugeordnet
werden. 75 Patienten (28,7 %) wurden einer APE, 14 (5,4 %) einer APR und 165 (63,2 %)
einer TARR zugefiihrt. Sechs mal (2,3 %) wurde mittels anteriorer Rektumresektion (ARR)

operiert.
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Nach einer mittleren Follow-Up-Zeit von 4,6 Jahren waren 68 Patienten verstorben, wovon

67,7 % auf Grund eines Rezidivs verstarben.

Gruppe D umfasst nur Patienten, die eine neoadjuvante RCT mit 5-FU erhielten und dann
einer OP unterzogen wurden. Die adjuvante Therapie wurde ausgesetzt (Abbruch auf
Patientenwunsch, wegen Nebenwirkungen, bei ausgepragtem Downstaging). Diese
Subgruppe enthalt 68 Patienten eines mittleren Alters von 66,4 Jahren, davon 47 mannliche
und 21 weibliche. 85,3 % der Tumoren fanden sich im mittleren und unteren Rektumdrittel,
wobei auch hier wieder nach Tumorlokalisation verschiedene OP-Techniken zum Einsatz
kamen. 18 Patienten (26,5 %) erhielten eine APE, 3 eine APR (4,4 %), 45 eine TARR (66,2 %),
1 Patient eine ARR (1,5 %).

Nach durchschnittlich 2,9 Jahren Nachsorge lebten noch 41 Patienten (60,3 %), bei den 22
Verstorbenen (32,4 %) lag bei 15 (68,2 %) ein Rezidiv zugrunde.

Gruppe E: 47 Patienten (29 mannlich, 19 weiblich) mit einem mittleren Alter von 66,6 Jahren
wurden neoadjuvant mit 5-FU und Oxaliplatin vorbehandelt und dann einer OP unterzogen.
Auch hier blieb die adjuvante Therapie wegen o0.g. Griinde aus. 93,6 % der Tumoren fanden
sich im mittleren und unteren Rektumdrittel, die Resektion wurde mittels APE (13 Fille,
27,7 %) und TARR (33 Félle, 70,2 %) durchgefiihrt.

Nach durchschnittlich 2,8 Jahren Nachsorge waren 9 Patienten (19,1 %) verstorben, 4 davon

(44,4 %) durch ein Rezidiv.

Zuletzt lasst sich noch eine Gruppe F abgrenzen, in der sich 171 Patienten (125 mannlich, 46
weiblich) eines mittleren Alters von 62,5 Jahren fanden, welche mit neoadjuvanter RCT und
adjuvanter Chemotherapie mit 5-FU und Oxaliplatin behandelt wurden. 90,6 % der
Patienten hatten einen Tumor des unteren oder mittleren Rektumdrittels, die Resektion
fand in 40 Fallen (23,4 %) mittels APE, in 3 Fallen (1,8 %) mittels APR, in 122 Fallen mittels
TARR (71,3 %) und in 4 Fallen (2,3 %) mittels ARR statt.

Die mittlere Follow-Up-Zeit lag hier bei 3,3 Jahren, wonach noch 137 Patienten (80,1 %)
lebten. Ursachlich bei 17 (58,6 %) der 29 Todesfélle war ein Rezidiv.
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Tabelle 1: Die Subgruppen der Studien: pra- und postoperative Parameter 1

Die Tabelle zeigt die einzelnen Subgruppen aufgeschlisselt nach Therapieregime, Alter, Geschlecht,

Rektumdrittel, OP-Methode, Follow-UP-Zeit sowie —Status und Todesursachen.




3.2 Histopathologisches Tumorstaging

Bei allen operierten Patienten wurde nachfolgend das Resektat histopathologisch

aufgearbeitet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Die Subgruppen der Studien: pra- und postoperative Parameter 2
Die Tabelle zeigt die einzelnen Subgruppen aufgeschlisselt nach (histo-pathologischen) Tumorstadien pra- und

postoperativ sowie den Resektionsstatus.
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3.3 Her2-Expressionsmuster

Die Initiative zu dieser Studie war die Annahme, dass ein relevanter Anteil der
Rektumkarzinome (im Stadium UICC Il und Ill) Her2-Rezeptoren (iberexprimiert und
dementsprechend theoretisch zuganglich flir neue Therapiemoglichkeiten ware.

Conradi et al. bewiesen dies 2013 bereits an einer kleineren Kohorte und hiermit soll nun die
Validierung der Ergebnisse an einem sehr groRBen Kollektiv erfolgen.

Uber die Kriterien fiir eine Her2-Amplifikation wurde bereits in den Kapiteln 2.3.7 und 2.3.10
eingegangen: Immunhistochemisch mit IHC Klasse 3 eingestufte Praparate sowie solche der
IHC Klasse 2, die in der nachfolgenden SISH als amplifiziert bestatigt wurden, gelten als auf
Genebene Her2-amplifiziert.

IHC Klasse 0 und 1 sowie Klasse 2 mit nachfolgend bestdtigt negativer SISH gelten
dementsprechend als nicht Her2-genamplifiziert. Die einzelnen Werte sind in Tabelle 3

aufgestellt.

CAO/ARQ/AIO-94 CAOQ/ARO/AIO-04
Adjuvante RCT Keine Adjuvante Neoadjuvante Neoadjuvante Keine Adjuvante CT Neoadjuvante
(Arm A) RCT RCT (Arm B) RCT (Arm A) RCT (Arm B)

Her2 — Klassifizierung

75(43,9%)

Her2-Positivititsrate =8(12,1%) =4(10,5%) =8(9,8%) 23(12,8%) 12(17,6%) 9(19,1%) 26(15,2%)

Tabelle 3: Die Subgruppen der Studien: Positivitdtsraten der Her2-Expression

Die Tabelle zeigt die einzelnen Subgruppen und die jeweiligen endgiiltigen Positivitatsraten (rot).
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Fur die CAO0-94 lieR sich in 20 der 186 (10,75%) untersuchten Materialien eine

Uberexpression des Her2-Gens bestitigen. Fiir die Proben aus der CAO-04 war dies bei 70

von 465 (15,05%) der Fall. Somit ergibt sich eine Gesamtpositivitat von 13,82%!

Anzahl der Patienten pro Studie nach IHC-Status

Prozent

N= 186 N= 465
100 7
80 7 N=82 IHCO N=208
60
N=20 IHC1 N= 30
40 7 Abbildung 13: Her2-Status in
N= 64 IHC 2- N=157 Rektumkarzinomresektaten
Darstellung des Her2-Status aus
20 651 analysierten Rektumkarzinom-
Resektaten nach Studie (links) und
sl gesamt (oben).
IHC 3

CAO/ARO/AIO-94 CAO/ARO/AIO-04
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3.4 Korrelation des Her2-Statuses mit klinikopathologischen Parametern

Betrachtet man die Ergebnisse aufgeteilt nach Her2-Amplifikation, so zeigen sich Geschlecht
(mannlich vs. weiblich: p-Wert 0,906) und Tumorhohe (oberes vs. mittleres vs. unteres
Rektumdrittel: p-Wert 0,584) in den Armen gleich verteilt.

Ebenso wenig konnten signifikante Unterschiede in Her2-Positivitdit oder -Negativitat
bezliglich des pratherapeutischen TNM (cT, cN) oder des postoperativen TNM (pT, pN, pM,
pUICC) aufgezeigt werden:

- cT1lvs.2vs.3vs. 4 p-Wert: 0,975
- cN+vs. - 0,504
- (y)pT1lvs.2vs.3vs. 4 0,298
- (y)pN +vs. - 0,673
- (Y)pM +vs. - 0,606
- (y)pUICC1vs.2vs.3vs. 4 0,499

Auch der Resektionsstatus blieb losgelost von der Her2-Amplifikation, wobei in Gber 90% der

Falle ein RO-Status ermoglicht werden konnte (RO vs. R1 vs. R2: p-Wert 0,1).

In Subgruppenanalysen der CAO/ARO/AIO-94-Studie war eine Her2-Positivitat tendenziell
mit pratherapeutisch positivem Nodalstatus vergesellschaftet (59 cN+ von 140 (Her2-

negativ) versus 13 cN+ von 20 (Her2-positiv); p-Wert 0,055).

Abbildung 14 bis Abbildung 16 zeigen die Korrelation des (y)pUICC mit dem
Expressionsstatus. Dabei zeigt sich weder fir die Kombination der vorbehandelten bzw.
nicht vorbehandelten Patienten ((y)pUICC, p=0,335), noch fiir die beiden Kohorten selbst
(vorbehandelt ypUICC, p=0,232 und nicht vorbehandelt pUICC, p=0,823) eine signifikante
Korrelation. Demzufolge lasst sich vom Her2-Status nicht auf ein niedrigeres oder hoheres

(y)pUICC-Stadium schliefen oder umgekehrt.
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Korrelation Her2-Status und IHC-Klasse mit (y)pUICC (Gesamt)
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Abbildung 14: Her2-Status nach
(y)puicc

Die Abbildung zeigt den Her2-
Status der gesamten Analysen in
Korrelation zur postoperativen

UICC-Klasse.

Abbildung 15: Her2-Status nach
ypUuicC

Die Abbildung zeigt den Her2-
Status  der  vorbehandelten
Patienten (5-FU und 5-FU+Ox) in

Korrelation zur postoperativen

UICC-Klasse.



Korrelation Her2-Status und IHC-Klasse mit pUICC (nur nicht vorbehandelte)
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3.5 Korrelation des Therapieregimes mit klinikopathologischen Parametern

Umfassende Analysen liber die Effektivitat einer neoadjuvanten Therapie wurden bereits in
der CAO/ARO/AIO-94-Studie durchgefihrt.

Auch die vorliegende Arbeit soll ein paar der relevanten Parameter dem Therapieregime
gegeniberstellen. Daflir wurden die o.g. Subgruppen A und B (ohne neoadjuvante Therapie),
C und D (neoadjuvante Therapie mit 5-FU) sowie E und F (neoadjuvante Therapie mit 5-FU

und Oxaliplatin) zusammengefasst. Im Folgenden sind die erhaltenen p-Werte angegeben:

- APE vs. APR vs. ARR vs. TARR p-Wert: 0,095
- pTlvs.2vs.3vs. 4 0,452
- pN+vs. pN- 0,010

o hier zusatzlich Unterscheidung der

vorbehandelten (C+D+E+F) vs. nicht

vorbehandelten (A+B) Subgruppen 0,005
- pM+vs. pM- 0,713
- pUICC1lvs.2vs.3vs. 4 0,086
- pUICC (1+2) vs. (3+4) 0,013
- Todesursache Rezidiv vs. Andere 0,224
- Her2-Status + vs. - 0,467

Die Ergebnisse zeigen, dass eine neoadjuvante Therapie signifikant Einfluss auf den
Nodalstatus nimmt. Dabei scheint es vermutlich keine Rolle zu spielen, ob eine Therapie mit
5-FU oder 5-FU mit Oxaliplatin durchgefiihrt wurde (Nodal-negativ in der Gruppe 5-FU
60,4 % versus 65,4 % in der 5-FU + Oxaliplatin Gruppe; p-Wert 0,235).

Weiterhin konnte bestatigt werden, dass eine neoadjuvante Therapie signifikant Einfluss auf
das postoperativ erhobene pUICC-Stadium nimmt, was im Einklang zum Nodalstatus steht.
UICC | und Il umfassen Tumorstadien, die weder nodal-positiv sind, noch Metastasierung

vorweisen. Dem entsprechend geht eine signifikante Korrelation des Nodalstatus auch mit
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einer signifikanten Korrelation im pUICC einher, was sich mit einem p-Wert von 0,013

ausdruckt.

3.6 Klinischer Langzeitverlauf

Ein wichtiger Faktor flir den Patienten ist die Auskunft lber die Prognose seiner Erkrankung.
Ziel der Korrelationen ist die Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen dem Her2-
Status und der TTR (time to recurrence) sowie dem CSS (cancer specific survival). Beides ist in
den folgenden Kaplan-Meier-Kurven dargestellt.

CSS steht dabei fiir die Uberlebensrate (im Zeitverlauf), wobei nur_krankheitsbedingte

Sterbefalle als Ereignis berlicksichtigt werden. Andere Todesursachen werden nicht
einbezogen. Ein Absinken der Kurve bedeutet also den tumorbedingten Tod eines Patienten
zu einem bestimmten Zeitpunkt.

TTR bezeichnet den Zeitraum bis zum Rezidiv; das bedeutet, die Kurve reprasentiert den
Anteil an Patienten, die (im Zeitverlauf) rezidivfrei bleiben. Ein Absinken des Graphen

bedeutet also ein Rezidiv eines Patienten zu einem bestimmten Zeitpunkt.

Die beiden nachstehenden Kaplan-Meier-Graphen (Abbildung 17) veranschaulichen den
zeitlichen Verlauf von TTR und CSS unter Einbeziehung des gesamten analysierten Kollektivs
(651 Patienten), gesplittet in Her2-positive und —negative Patienten. Hierbei zeigte sich kein

signifikanter Unterschied (p= 0,658 / 0,516).
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TTR und CSS des gesamten Analysenkollektivs
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Abbildung 17: TTR und CSS gesamt

CSS in Monaten

Die Abbildung stellt die Kaplan-Meier-Kurven fir TTR und CSS des gesamten Analysenkollektivs dar. Es ist

ersichtlich, dass die beiden Graphen fiir Her2-Positivitdt und —Negativitat kaum auseinanderweichen.

Ebenfalls nicht signifikant stellt sich der Her2-Status als Parameter in TTR und CSS fiir die

Subgruppe ohne neoadjuvante Therapie dar (Abbildung 18; p=0,446/0,368).

TTR und CSS des nicht vorbehandelten Kollektivs
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Abbildung 18: TTR und CSS des nicht vorbehandelten Kollektivs

CSS in Monaten

Die Graphen zeigen fiir das nicht neoadjuvant behandelte Subkollektiv keinen signifikanten Unterschied.

Jedoch stellt sich Her2-Positivitat (griin) fast durchweg schlechter dar und bleibt unterhalb des roten Graphen

(Her2-Negativitat).
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Fiir die neoadjuvant mit 5-FU vorbehandelten Patienten stellt sich auch die Rezidivfreiheit
(TTR) nur leicht verbessert dar. Jedoch zeigte sich das CSS signifikant erhoht, wenn Her2-
Positivitat vorlag. Nach 55 Monaten lebten hier ca. 20% mehr Patienten als bei negativem

Her2-Befund (Abbildung 19; p=0,214 / 0,046):

TTR und CSS des mit 5-FU vorbehandelten Kollektivs
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Abbildung 19: TTR und CSS des mit 5-FU vorbehandelten Kollektivs
Hier stellen sich die Graphen (der mit 5-FU neoadjuvant behandelten Patienten) fur Her2-Positivitat durchweg
ginstiger dar und verbleiben stets oberhalb des roten Graphen fir Her2-Negativitat. In der Grafik fuir CSS findet

sich zudem ein signifikanter Unterschied (p=0,046).

Ein genau umgekehrtes Bild stellt sich bei Betrachtung der Gruppe mit intensiviertem
neoadjuvanten Regime dar. Hier ist die Her2-Positivitdt in TTR und CSS der —Negativitat
sogar unterlegen. Signifikant zeigt sich dabei aber nur die TTR, die nach 55 Monaten ca. 15%

weniger Rezidive bei Her2-Negativitat aufzeigt (Abbildung 20; p=0,025 / 0,265).
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Eventfreiheit anteilig am Kollektiv

TTR und CSS des mit 5-FU und Oxaliplatin vorbehandelten Kollektivs
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Abbildung 20: TTR und CSS des mit 5-FU und Oxaliplatin vorbehandelten Kollektivs

Die Kaplan-Meier-Kurven fiir die neoadjuvant mit 5-FU und Oxaliplatin vorbehandelten Patienten zeigen eine

Signifikanz im TTR. In beiden Grafiken ist die Her2-Negativitat stets oberhalb der Graphen fiir Her2-Positivitat.

Zuletzt zeigt auch die Gegeniberstellung der 3 Therapieregime (je Her2-positiv und —

negativ) keine signifikanten Zusammenhéange (Abbildung 21; p= 0,249 / 0,278):

Eventfreiheit anteilig am Kollektiv

TTR und CSS der Therapiearme kombiniert
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Abbildung 21: TTR und CSS der verschiedenen Therapiearme kombiniert
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4. Diskussion

Her2-neu ist Mitglied der transmembrandren Rezeptoren fir epidermale
Wachstumsfaktoren und wird als solcher bereits bei Mamma- und Gastrointestinaltumoren
erkannt und als therapeutisches Target genutzt. Die vorliegende Arbeit soll nun die
pralimindren Ergebnisse unserer Forschergruppe an einem groRen Kollektiv von
Rektumkarzinomen validieren. Ziel war dabei die Etablierung von Her2-neu als individuell
relevanten Biomarker, welcher prognostischen und/oder therapeutischen Wert besitzen
kann, vor allem aber auch als therapeutisches Target mit der Modglichkeit einer

zielgerichteten Therapie.

4.1 Her2/neu im Rektumkarzinom

Die in dieser Arbeit untersuchten Biomaterialien sind alle im Rahmen der beiden Studien
CAO/ARO/AIO-94 und -04 nach einheitlichen Richtlinien gesammelt worden. Angefordert
wurden tumortragende Blocke, wobei zu den meisten Patienten nur je ein Tumorblock
vorlag. Inwiefern dieser kleine Ausschnitt bei bekannter Her2-neu-Heterogenitat fir den
eventuell sehr groRen Tumor reprasentativ sein kann, ist fraglich (Yang et al. 2012). So lag

auch in unseren Analysen der durchschnittlich gefarbte Tumoranteil bei nur 33,02%.

Das groRte Problem der Erhebung eines zuverldassigen und einheitlichen Positivitatsstatus
(im Rektumkarzinom) liegt vermutlich an der Vielzahl an Analysemethoden und der
differierenden Expertise der Untersucher. Daher liegt es nahe, dass bisherige
Untersuchungen eine grolRe Varianz in der Angabe um die Positivitatsraten des Her2-neu-
Status eroffnen. Zudem wird meist vom kolorektalen Karzinom berichtet, was die

Vergleichbarkeit weiter einschrankt.

In der bisherigen Forschung finden sich zumeist eher geringfligige Amplifikationsraten fir
Her2 sowohl im kolorektalen Karzinom als auch im Rektumkarzinom. Beispielsweise

berichteten Marx et al. bei 1439 Patienten eine Amplifikationsrate von nur 2,5 % in
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kolorektalen Karzinomen. Reduziert auf Rektum/Sigmoid gaben sie eine Positivitdtsrate von
rund 1,9 % an. Hier wurde mittels HercepTestTM gearbeitet und in der Unterscheidung der
IHC 2+ eine Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung genutzt (Marx et al. 2010).

Liming et al. berichteten von einer Her2-Uberexpression in 10,3 % der Rektumkarzinome
(Fallzahl 54). Bei diesen Analysen wurde nur immunhistochemisch ausgewertet und keine
Genamplifikation Gberpriift (Liming et al. 2011). Der hochste Wert findet sich bei Kluftinger
et al mit 38% (Kluftinger et al. 1992).

Unsere eigene Forschergruppe hat bereits flir 264 Rektumkarzinome eine Amplifikationsrate
von 26,7 % nachgewiesen. Hierbei kamen dieselben Analysetechniken und Reagenzien zum
Einsatz wie in der vorliegenden Arbeit sowie der etablierte Algorithmus wie beim Magen-
Karzinom (Conradi et al. 2013).

Die jetzt erhobenen Daten wurden von einer fir Her2-Immunhistochemie und -DISH
erfahrenen Pathologin Gberprift. Zusatzlich wurden alle hiernach positiven Falle (IHC 3 und

IHC 2/DISH+) durch einen zweiten erfahrenen Pathologen nochmals kontrolliert.

Mit dieser Studie bestdtigen wir an einem groRen Kollektiv die Annahme, dass Rektum-
karzinome in circa einem Siebtel der Félle Her2-amplifiziert sind (13,82 %).
Expressionsheterogenitat und Gesamtamplifikationsrate zeigen sich mit der des
Adenokarzinoms des Magens (Riischoff et al. 2010a) und Osophagus (Yoon et al. 2012)
vergleichbar. Yoon et al. werteten 675 Osophaguskarzinome aus und fanden eine
Gesamtpositivitatsrate von 17 %. Daher wéare zu empfehlen, diese Variante des Her2-
Scorings weiterhin anzuwenden. Die Ahnlichkeit legt zudem nahe, das Scoring-System auf
andere Adenokarzinome des Gastrointestinaltraktes wie zum Beispiel im Kolon (und
eventuell Pankreas) auszuweiten. Auswertungen nach den modifizierten ToGA-Kriterien
liegen hier noch nicht vor, jedoch ergaben sich fiir das Kolon beispielsweise 15,5 % (Li et al.
2011) oder auch 12,5% (Park et al. 2004) Her2-Uberexpression bei alleiniger

immunhistochemischer Analyse.
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4.2 Her2/neu - Interaktionen

Wie bereits in 1.9.1 beschrieben, agiert der Her2-Rezeptor nicht allein. Vielmehr stellt die
Interaktion mit anderen Rezeptoren der EGFR-Familie den aktiven Komplex dar, der dann zu
intrazelluldren Reaktionen fihrt. Hierbei sind besonders EGFR (Herl) und Her3
hervorzuheben. Her4 wurde bislang noch unzureichend untersucht, jedoch zeigte sich in
kleinen Analysen zum kolorektalen Karzinom bereits ein recht aggressives Potential mit

Tendenz zur Metastasierung (Kountourakis et al. 2006).

Untersuchungen zur Abhangigkeit der einzelnen EGFR-Mitglieder voneinander zeigten, dass
beispielsweise  die  Tumorentstehung und  -Progredienz  von  Her2-positiven
Mammakarzinomen stark vom Vorhandensein des Her3 abhéangt. In Zelllinien, in denen Her3
ausgeschaltet wurde, entstanden seltener (und weniger aggressive) Tumoren, auch wenn
eine Her2-Uberexpression vorlag. Zudem sprachen solche Tumoren auch besser auf Anti-
EGFR-Therapie mit Lapatinib an. Nach Re-Expression des Her3-Rezeptors entwickelten die
Zellen dann wieder ihr urspriingliches Verhalten mit erhdhter Neigung zur Karzinombildung

und Anti-EGFR-Therapie-Resistenz (Vaught et al. 2012).

Die Betrachtungen legen nahe, dass ein vermehrtes Vorhandensein der Rezeptoren der
EGFR-Familie mit erhohter Tumoraggressivitat und schlechteren Outcomes einherzugehen
scheint. Dabei ist nicht zwangsweise die gleichzeitige Uberexpression zweier EGFR-Subtypen
gefordert, eine zeitgleiche Uberexpression ist sogar sehr selten. So fand sich in einer
Her2/Her3-Studie zum Magenkarzinom zwar in 18,6% der Proben eine Her2- und in 13,7%
eine Her3-Uberexpression, jedoch gab es keinen einzigen Fall, in dem die beiden Rezeptoren
synchron hochreguliert waren (Zhang et al. 2009). Sicher scheint jedoch zu sein, dass
vermehrte Her2- oder Her3-Expression mit einer schlechteren Prognose einhergeht

(Begnami et al. 2011).

Es zeigt sich also, dass die isolierte Betrachtung von Her2 (oder einem der anderen
Mitglieder der EGFR-Familie) nicht ausreichend erscheint. Die Interaktionen der Rezeptoren
stellen die entscheidenden Schlisselstellen dar und die Hemmung dieser Synergien ist ein

vielversprechendes Gebiet zukiinftiger Tumortherapie. Banappagari et al. gingen hierbei
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einen ersten Schritt und designten ,Compound 5“ Dies ist ein Molekil, das die
Dimerisierung von Her2 mit Herl und Her3 verhindern kann. Es bindet dabei an die
extrazelluldre Matrix von Her2 und inhibiert die Phosphorylierung der Kinase-Domane,
womit auch die Dimerisierung unterdriickt wird (Banappagari et al. 2012; Banappagari et al.

2013).

4.3 Her2/neu als Biomarker

Die EGFR-Familie prasentiert sich als durchaus geeignetes Target fir eine zielgerichtete Anti-
EGFR-Therapie. Hierflir muss der Her-Status aber am besten pratherapeutisch erhebbar sein,
was momentan auf Grund der Heterogenitdt im Tumor schwierig erscheint. Conradi et al.
bewiesen 2013, dass der Her2-Status in der (einen) pratherapeutischen Biopsie in etwa
einem Funftel der Falle falsch negativ ausféllt. Es sollten also, dhnlich der Verfahrensweise
beim Magenkarzinom, mehrere Biopsien aus dem Tumor entnommen und untersucht
werden. Dort empfiehlt die S3-Leitlinie 6-8 Biopsien, um entsprechende Aussagekraft zu
erreichen (Rlschoff et al. 2010b). Auch und vor allem bei negativem Her2-Status der
Biopsien, sollte eine Aufarbeitung des Resektates erfolgen. Hier liegt ausreichend Material
flr endgliltige Aussagen vor, so dass, im Falle einer Biopsie-Negativitdt aber Resektat-

Positivitat, eine adjuvante Therapie entsprechend angepasst werden kann.

Weiterhin ist bekannt, dass auch im Blutkreislauf freie (extrazelluldre) Her2-Domanen
zirkulieren. Es zeigte sich leider keine Eignung als reprasentativer Screening-Marker fiir den
Her2-Status des Primartumors. Jedoch eroffnete sich, dass der plasmatische Her2-Spiegel
einen frihen Indikator fliir Tumorprogress darstellt. Dabei korreliert der Anstieg/Abfall des
Serumlevels mit dem Progress/Regress des Tumors unabhangig von der Therapie. Selbst
wenn der Primarius Her2-negativ war, ist es moglich, dass ein Rezidiv bzw. eine
(unentdeckte) Fernmetastase Her2-positiv ist. Besonders in solchen Féallen scheint die
Uberwachung des Serumlevels auf freie Her2-Doménen sinnvoll und kdnnte friihzeitig auf

ein Rezidiv schlielRen lassen (Carney et al. 2013).
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4.4 Her2/neu — Diagnostik

Es empfiehlt sich, fir die Auswertungen die in dieser Arbeit angewandte Methodik zu
nutzen. Die immunhistochemische Auswertung nach der Objektivregel analog zur ToGA-
Studie stellt ein valides Tool zur Erhebung des IHC-Status dar (siehe auch Kapitel 2.3.7). Im
Falle einer intermediaren Farbung IHC 2 muss zur Positivitdatsentscheidung eine Genanalyse
erfolgen. FISH und DISH scheinen dabei gleichwertig zu sein (Jacquemier et al. 2013; Gao et
al. 2014), solange bestimmte Qualitatskriterien gewahrt werden. Die FISH (als Goldstandard)
wurde zwar in einigen Vergleichen als sensitiver dargestellt (Mansfield et al. 2013), jedoch ist
das von uns verwendete Testsystem von Roche (Dual SISH) ebenbirtig. Neueren
Erkenntnissen nach ware auch eine PCR-Analyse (Polymerase-Kettenreaktion) zukiinftig
denkbar. Diese Art der Gen-Status-Ermittlung ware einfach, kostengilinstig, Untersucher-
unabhangig und zuverlassig (Jacquemier et al. 2013).

Bei der ISH muss nun nach Auszahlung der Signale entschieden werden, ob ein Praparat als
positiv oder negativ zu werten ist. Dabei befinden sich diverse Algorithmen in der klinischen
Praxis. Am meisten genutzt ist wohl derzeit die Bildung einer Ratio (Her2/Chrl7) nach
Auszdhlung einer bestimmten Anzahl von Zellen (20+) und Evaluierung in positiv/negativ
anhand eines Cut-off-Wertes (bspw. 2,0). Derzeit wird auch diskutiert, ob nicht in
bestimmten Fallen eine Entscheidung allein anhand oder in Kombination mit der
durchschnittlichen Her2-Genkopiezahl der Tumorzellen getroffen werden kann. Die
Genkopiezahl gibt dabei an, wie oft das Her2-Gen in der Zelle vorhanden ist, ohne dies ins
Verhaltnis der eventuell vorhandenen Polysomie zu setzen. Daraus ergibt sich, dass auch
polysome Zellen mit multiplen Chrl7- und Her2-Signalen zwar per Ratio negativ gezahlt
wirden, anhand der Genkopiezahl aber durchaus als Her2-positiv zu werten waren. Erst
kirzlich wurde aufgezeigt, dass die Differenzierung der [IHC-Klassifizierung mittels
Genkopiezahl teils besser moglich ist, vor allem in der Trennung der IHCO/1 von IHC2/3 sei

die Genkopiezahl sensitiver (Kumarasinghe et al. 2014).

Zusammenfassend betrachtet besteht in Anlehnung an das Verfahren beim Magenkarzinom
zurzeit die Empfehlung fiir ein auf Her2-Status zu beurteilendes histologisches Praparat:
1. Immunhistochemische Klassifizierung in negative (IHC 0/1), positive (IHC 3) und

intermedidre (IHC 2) Falle. Hierfir gilt die Objektivregel nach Riischoff.
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2. Weitere Aufbereitung der IHC 2 - Fille mittels (FISH oder) DISH und Auszdhlung
von mindestens 20 zusammenhangenden und auswertbaren Tumorzellen.
- Dabei Trennung in negativ (R<1,8), positiv (R>2,2) und intermediar
(1,8<R<2,2).
- Im Falle eines wiederum intermedidren Befundes Auszdhlung 20 weiterer
Zellen und Bildung der Gesamtratio. Dabei Trennung in negativ (R<2,0) und
positiv (R>2,0)
Letztlich erhdlt man 2 Gruppen: Her2-negativ (IHC O, 1, 2-) und Her2-positiv (IHC 2+, 3).
Dabei ist zu beachten, dass hier eine gewisse Expertise fiir die korrekte Auszdahlung und das

Erkennen von Farbeartefakten notwendig ist.

4.5 Prognostische Relevanz einer Her2-Uberexpression

Die Daten dieser vorliegenden Studie lassen zum Teil gegensatzliche Schlussfolgerungen zu.
Es konnte gezeigt werden, dass im Subkollektiv der neoadjuvant vorbehandelten Patienten
signifikante Unterschiede in TTR und CSS bestehen.

So stellte sich Her2-Positivitdt nach 5 Jahren Beobachtungszeitraum (60 Monate; 5-Jahres-

Uberleben = CSS) als signifikant prognostisch giinstiger heraus (ca. 75 % Her2-negativ
gegeniliber 95 % Her2-positiv). Beim TTR (auch DFS, disease free survival) wurde nur ein
Trend ersichtlich (ca. 70 % der Her2-Positiven gegeniiber 60 % der Her2-Negativen).
Letztendlich verbleibt die Kurve der Her2-Positiven Patienten in CSS und TTR stets oberhalb
derer der Her2-Negativen. Das bisher Genannte bezog sich auf die Gruppe der mit 5-FU
vorbehandelten Patienten.

Genau Gegenteiliges zeigte sich erstaunlicherweise fir die 5-Jahres-Daten mit 5-FU und
Oxaliplatin vorbehandelten Patienten. Hier war die TTR der Her2-Positiven (55 %) signifikant
schlechter als die der Her2-Negativen (70 %). Ein gleichgerichteter Trend zeigte sich auch fur
das CSS, ohne dass sich jedoch ein signifikantes Ergebnis zeigte. Auffallend in dieser
Subgruppe war, dass lber die 5 Jahre Beobachtungszeitraum eine Her2-Positivitat stets ein
schlechteres TTR und CSS aufwiesen. Analog verhielt es sich in der nicht neoadjuvant

vorbehandelten Gruppe.
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Conradi et al. zeigten 2013 bereits, dass Her2-Positivitdt im Rektumkarzinom mit einem
signifikant verbesserten CSS vergesellschaftet war. Die Ergebnisse waren mit 96 % und 80 %
sogar denen der neoadjuvanten 5-FU Gruppe aus der vorliegenden Studie anndhernd
deckungsgleich (Conradi et al. 2013).

Ungeklart bleibt, warum sich dieses Phdanomen (hier) nur in der Gruppe der neoadjuvant mit
5-FU vorbehandelten Patienten zeigt, nicht jedoch in der um Oxaliplatin erweiterten
Chemotherapie. Es bleibt dabei allein in dieser Gruppe ein verbessertes CSS mit einer Hazard
Ratio (Wahrscheinlichkeit fiir das Eintreten eines bestimmten Ereignisses im Vergleich mit
einer anderen Gruppe, hier der tumorbedingte Tod) von 0,4 (95 %-Konfidenzintervall = 0.16
-0.99).

Andere Studien bezliglich der prognostischen Relevanz sind bislang sehr divergierend und
zumeist auf das kolorektale Karzinom generell bezogen, so zeigten sich aber zumeist
Ergebnisse, die bei Her2-Positivitat mit einem schlechteren Outcome bzw. DFS und CSS

einhergehen (Lim et al. 2013).

Zusammenfassend konnte man annehmen, dass Her2-Positivitdt im Grunde eine schlechtere
Prognose aufweist, aber speziell von einer neoadjuvanten 5-FU-basierten
Radiochemotherapie stark zu profitieren scheint. Warum sich der Effekt bei Erweiterung der
Therapie um Oxaliplatin verliert, ist fraglich.

Geht man allerdings von einem unwesentlichen Einfluss der Her2-Positivitat aus (wie die
nicht signifikanten Werte der nicht vorbehandelten Gruppe zeigen), so bleiben 2 Effekte:
Einerseits konnten Her2-lberexprimierende Rektumkarzinome stark von 5-FU-basierter
neoadjuvanter Therapie profitieren. Andererseits ware es moglich, dass Her2-negative
Rektumkarzinome stark von der um Oxaliplatin erweiterten neoadjuvanten Therapie

profitieren.

Weiterhin stellte sich dar, dass Her2-Uberexpression tendenziell mit positivem
pratherapeutischen Nodalstatus einhergeht (p=0,055). Dieses Phdnomen zeigte sich
allerdings nur im Kollektiv der CAO/ARO/AIO-94. Im Kollektiv der CAO/ARO/AIO-04 glichen
sich der Nodalstatus fir Her2-Positivitdat und —Negativitdit. Worauf dieser Unterschied
beruht, bleibt offen. Spekulativ kénnte man verbesserte und effizientere praoperative

Staging-Untersuchungen postulieren, da zwischen den beiden untersuchten Studien circa 10
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Jahre medizinische Entwicklung liegen. Ausgehend davon misste man aber ebenso
veranschlagen, dass die Her2-positiven Nodalbefunde groRer/ausgedehnter waren und

demnach besser auch mit den dlteren Methoden erfasst werden konnten.
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5. Zusammenfassung

Die Recherchen fiir diese Studie zeigen eindriicklich die Bemihungen, Tumoren besser zu
verstehen und die Therapie zu optimieren. Die CAO/ARO/ARIO-94-Studie fiihrte bei
Rektumkarzinomen des lokal fortgeschrittenen Stadiums UICC Il und Il zur Umstellung der
Standardtherapie mit hochgradigem Einfluss auf die Lokalrezidivrate. Die CAO/ARO/AIO-04-
Studie beschaftigt sich nun mit der Addition von Oxaliplatin in die Therapie, wobei die
endgiltigen Langzeit-Ergebnisse noch ausstehen. Zudem laufen viele andere
Forschungsbemiihungen darauf hinaus, weitere Ansatzpunkte in der Therapie des
Rektumkarzinoms zu finden, um das Outcome weiterhin zu verbessern. Zu solchen Targets
gehort auch der humane epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor des Subtyps 2 ,Her2”,
dessen Expressions- bzw. Amplifikationsstatus in der vorliegenden einzigartig groRen Studie

erfasst werden sollte.

Es lag Material von insgesamt 838 Patienten mit Rektumkarzinomen des lokal
fortgeschrittenen Stadiums UICC Il und Ill vor, wobei 651 Proben beziiglich des Her2-Status
ausgewertet werden konnten (186 aus der CAO/ARO/AIO-94-Studie sowie 465 aus der
CAO/ARO/AIO-04-Studie). Es erfolgte eine immunhistochemische Aufbereitung und ein
Scoring (IHC 0-3) nach Kriterien, die bereits fir das Magenkarzinom klinische Anwendung
finden. Interpretiert wird hierbei die Membranfarbung nach der Rischoff’'schen
Objektivregel. Ergab sich ein intermedidres Scoring von IHC 2, so war zwecks der
Positivitatsentscheidung eine Genamplifikation gefordert. Dies wurde mittels Dual-ISH
untersucht und nach einer Ratio getrennt (nicht amplifiziert bei R<1,8; amplifiziert bei R>2,2;
bei intermedidaren Werten: Auszahlung weiterer 20 Zellen und Entscheidung nach R>2,0
amplifiziert bzw. R<2,0 nicht amplifiziert). Ein IHC 3 - Score sowie ein DISH-positiver IHC 2 -

Score fuhrten zur Klassifizierung als Her2-positiv, alle anderen Falle gelten als Her2-negativ.

Es zeigte sich, dass 13,82 % der untersuchten Rektumkarzinome nachweislich Her2-
amplifiziert sind.
Wir konnten zudem aufzeigen, dass die Her2-Expression einen wie auch beim Mamma- und

Magenkarzinom relevanten Anteil im Rektumkarzinom darstellt und hier mit kontroversen
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Ergebnissen des prognostischen Wertes einhergeht. Wahrend Her2-positivite Karzinome
vorwiegend von der 5-FU-basierten neoadjuvanten RCT zu profitieren scheinen (CSS
p=0,046), so ist die um Oxaliplatin erweiterte RCT priméar bei Her2-Negativitdt im Vorteil
(TTR p=0,025).

Zudem konnten wir bereits bekannte Phanomene bestatigen. So zeigte sich auch hier der
eindriickliche Effekt des Downstagings bei neoadjuvanter Therapie vor allem in der

Reduktion des Nodalstatus ((y)pN+ versus (y)pN-: p=0,005; (y)pUICC 1+2 versus 3+4: 0,013).

Ob die bisher vorhandenen Anti-Her2-Therapien mit beispielsweise Trastuzumab oder
Folgesubstanzen (Lapatinib, Pertuzumab, TDM-1) ebenfalls auf das Her2-positive
Rektumkarzinom sinnvoll anwendbar waren, bleibt offen. Einzelfallberichte zeigten jedoch
bereits die Effektivitit wvon Trastuzumab bei metastasierten Her2-positiven
Rektumkarzinomen. Es besteht also dringender Forschungsbedarf im Rahmen prospektiv
klinischer Studien zur Erforschung der Effektivitat einer zielgerichteten Anti-Her2-Therapie
des Rektumkarzinoms. Weiterhin sollte auch unbedingt die Koinzidenz und Interaktion von

Her2 mit anderen Rezeptoren der EGFR-Familie (im besonderen Her3) erforscht werden.
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6. Anhang

6.1 Beispiele zum Toxizitats-Scoring

a) Klassifikation nach WHO/ECOG , Ubelkeit/Erbrechen”

©)

O

0

u A W N R

keine Ubelkeit vorhanden, Normalzustand
Ubelkeit

Ubelkeit mit temporarem Erbrechen
Erbrechen mit Therapiebedarf

therapierefraktares Erbrechen

b) Das CTCAE nutzt hier fiir Ubelkeit und Erbrechen jeweils einen eigenen Score:

am Beispiel des Adverse Events ,, Ubelkeit”

o

o

1
2

Appetitsverlust ohne Anderung der Essgewohnheiten
Nahrungsaufnahme reduziert ohne relevanten Gewichtsverlust oder
Untererndhrung

Inadaquate Aufnahme von Nahrung/Flussigkeit

Lebensbedrohliche Mangelerndhrung

Tod

6.2 Kooperation mit den Zentren der CAO-94

Material erhalten von: Augsburg , Klinikum

Dresden, Universitatsklinik
Erlangen, Universitatsklinik (bereits vorhanden)

Hannover, Medizinische Hochschule

Kein Material vorhanden:  Dessau, Stadtisches Klinikum

Dresden, Krankenhaus Dresden-Friedrichstadt

Frankfurt, KH Nordwest
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Halle, Universitatsklinik

Hannover, KRH Klinikum Nordstadt

Leipzig, Institut flr Pathologie am Elsapark

Rotenburg, Diakoniekrankenhaus (Wimme)

Trier,

MVZ fur fir Histologie, Zytologie und Molekulare

Diagnostik

6.3 Kooperation mit den Zentren der CAO-04

Material erhalten von:

Altétting-Burghausen / Bad Trissen, Pathologie Rosenheim

Bad Kreuznach, Krankenhaus St. Marienworth

Bad Mergentheim, Caritas-Krankenhaus

Berlin, Vivantes Humboldt-Klinikum - Arzteforum Henningsdorf

Bielefeld, Klinikum Bielefeld Mitte

Bocholt, St. Agnes-Hospital

Buchholz, Krankenhaus Winsen

Dresden, Universitatsklinik

Donauworth, Praxis flir Pathologie Miinchen

Essen, Universitatsklinik

Esslingen, Klinikum

Frankfurt a.M., Senckenbergisches Institut fir Pathologie

Freiburg, Universitatsklinik

Fulda, Klinikum

Goppingen, Klinik am Eichert

Halle, Universitatsklinik

Hamburg, Asklepios Klinik Altona

Hamburg-Harburg, MVZ Hanse Histologikum

Kassel, Pathologie Nordhessen

Koln, Universitatsklinik

Landshut, Klinikum

Libeck, Universitatsklinikum S-H in Liibeck
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Mainz, Universitatsklinik
Marburg, Universitatsklinik

Monchengladbach, Krankenhaus Maria Hilf

Minchen, Stadtisches Klinikum — Pathologie Bogenhausen
Miinchen, Universitatsklinik

Munster, Clemenshospital

Minster, Universitatsklinik

Offenburg, Ortenau Klinikum Lahr-Ettenheim

Oldenburg, Klinikum

Paderborn, Johannisstift

Passau, Klinikum

Regensburg, Gemeinschaftspraxis flir Pathologie
Rosenheim, Pathologie Rosenheim

Rottweil, Schwarzwald-Baar Klinikum Villingen-Schwenningen

Saalfeld-Rudolstadt, Thiiringen-Kliniken Standort Saalfeld

Saarland, Universitatsklinikum des Saarlandes
Singen, Hegau-Bodensee-Klinikum

Stade, Elbe Kliniken Stade — Buxtehude
Traunstein, Kliniken Slidostbayern AG

Trier, MVZ Fiir Histologie

Ulm, Universitatsklinik

Vélklingen, Klinikum Saarbriicken

Wetzlar-Braunfels, Uberregionale Gemeinschaftspraxis

Wiesbaden, Praxis flir Pathologie Fisseler-Eckhoff

Wirzburg, Universitatsklinik
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