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1 Einleitung

Das kolorektale Karzinom ist der zweithaufigste maligne Tumor des
Menschen in Mitteleuropa. Im Jahre 2002 erkrankten daran in Deutschland
70.000 Birger, 28.000 verstarben tumorbedingt [1]. Uber 60% der

kolorektalen Karzinome sind Rektumkarzinome.

Die radikale Resektion des Tumors mit totaler Mesorektumexzision [2, 3] ist
die Basistherapie fur Patienten mit lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom
[4, 5]. Durch eine zusatzliche adjuvante Radiochemotherapie konnte die
lokale Tumorkontrolle gegenlber der alleinigen chirurgischen Behandlung
verbessert werden [6, 7]. Eine Operation mit nachfolgender, adjuvanter
Radiochemotherapie galt in den 90er Jahren als Standardtherapie fur
Patienten mit Tumoren mit wanduberschreitender Ausbreitung und/oder
regionarer Lymphknotenmetastasierung (UICC-Stadium Il und lll) [8]. Derzeit
zeichnet sich ein Wandel ab: In der groflen deutschen Studie der
Arbeitsgruppe  Rektumkarzinom konnte die  Uberlegenheit eines
praoperativen, neoadjuvanten gegenuber eines adjuvanten
Behandlungsregimes bezlglich der Lokalrezidiv- und Nebenwirkungsrate
belegt werden [9]. Daher besteht heute bei Patienten im UICC-Stadium Il bis
[l die Indikation zur neoadjuvanten Therapie mit anschlieRender
Tumorresektion einschliellich totaler Mesorektumexzision [4, 5, 10]. Diese
Therapie kann nach zwei unterschiedlichen Grundmustern ausgefihrt

werden:

1. Neoadjuvante Kurzzeitbestrahlung: Radiatio an 5 Tagen mit 5 Gy-

Einzeldosen, Operation binnen weniger Tage nach der Bestrahlung.

2. Neoadjuvante intensivierte Radiochemotherapie: Radiatio (ber ca.

funf Wochen mit 1,8 Gy-Einzeldosen taglich und simultaner

Chemotherapie, Operation 4 bis 6 Wochen nach Therapieende.

Die vorliegende Arbeit fokussiert hauptsachlich auf das intensivierte Regime.
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1.2 Eine neoadjuvante Radiochemotherapie senkt die Lokalrezidivrate.

Die neoadjuvante Therapie von Rektumkarzinompatienten hat gegenuber
einer alleinigen Operation zwei wesentliche Vorteile: Zum einen konnte die
Lokalrezidivrate gesenkt werden [9, 11-13]. Camma et al. arbeiteten in einer
Metaanalyse von 14 randomisierten Studien an insgesamt 6426 Patienten
ebenfalls eine Senkung des Risikos flr ein Lokalrezidiv nach neoadjuvanter
Radiotherapie heraus (odds ratio 0,49; p<0,001) [14]. Zum anderen wird
durch die Vorbehandlung in vielen Fallen eine kontinenzerhaltende Operation
ermdglicht. Ohne neoadjuvante Therapie koénnen insbesondere
Rektumkarzinome des mittleren und distalen Drittels bei Einhaltung eines
onkochirurgischen Sicherheitsabstandes oft nicht unter Schonung des
Sphinkterapparates reseziert werden. Durch Tumor-Downstaging und
-Downsizing kann in manchen Fallen nach Abschluss einer praoperativen
Therapie eine sphinktererhaltende tiefe anteriore Rektumresektion trotzdem

moglich werden [15-17].

1.3 Rektumkarzinome sprechen unterschiedlich auf eine neoadjuvante
Radiochemotherapie an.

Die neoadjuvante Therapie bewirkt bei Rektumkarzinomen eine
unterschiedlich starke Tumorregression. Das Ausmall der Tumorantwort
variiert von Fall zu Fall. Bei histopathologischer Untersuchung der
Operationspraparate reicht das Spektrum von einer Totalremission bis zum
weitgehenden Fehlen einer Therapiewirkung. Das pT-Stadium als Maf3 fur
die Infiltrationstiefe des Tumors nach der Vorbehandlung wird der
Darstellung dieser Unterschiede nicht gerecht [18]. Darum sind in der
Literatur verschiedene Klassifikationen beschrieben worden, die das
unterschiedliche Ansprechverhalten zum Ausdruck bringen. Die alteste
Einteilung wurde 1994 von Mandard et al. veroffentlicht: Diese Klassifikation
beschreibt den therapeutischen Effekt einer neoadjuvanten

Radiochemotherapie bei Osophaguskarzinomen und unterscheidet fiinf
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Regressionsgrade [19]. Dworak et al. Gbernahmen diese Einteilungskriterien
fur die grade of regression-(GR)-Klassifikation fur das Rektumkarzinom [20].
Die GR-Klassifikation ist vielfach aufgrund ungenauer Kriterien zur
Gruppenzuordnung als subjektiv kritisiert worden. Die Schweizer Pathologin
Hanifa Bouzourene schrieb, die Einteilung sei nicht sehr reliabel, es fehle die
Standardisierung [21]. In der vorliegenden Arbeit wurde die GR-Einteilung bei
75 Fallen angewandt und die Zuordnungskriterien fur die funf

Regressionsgrade prazisiert.

1.4 Regredientes Tumorgewebe wird durch eine Tumornarbe

wersetzt”.

In einem Zwischenbericht Uber die groRe deutsche Studie der Arbeitsgruppe
Rektumkarzinom pragten Sauer und Fietkau den Begriff ,Overstaging error”.
Die Autoren bezeichneten damit eine falsche Indikationsstellung fir eine
neoadjuvante Radiochemotherapie bei 15 bis 20% der Patienten aufgrund
einer Uberschatzung des Tumorstadiums in der pratherapeutischen
Bildgebung [22]. Fur Patienten im UICC-Stadium | bestehe also ein ,Risiko
der Ubertherapie“.

Durch Analyse einer sog. Tumornarbe sollte in der vorliegenden Arbeit die
Indikation flr eine neoadjuvante Radiochemotherapie im Nachhinein
uberpruft werden. Tumorgewebe, das durch die Vorbehandlung in Nekrose
geht, wird durch Entzindungszellinfiltrate organisiert und resorbiert sowie
durch lockeres Bindegewebe ersetzt [23]: Diese Tumornarbe ist Zeuge einer
froheren Tumorinfiltration; ihr Vorhandensein oder Fehlen in den
Wandschichten der Praparate geben einen Anhalt fur die Tumorausdehnung

vor der neoadjuvanten Therapie.
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1.5 Fehlende Wirkung einer neoadjuvanten Radiochemotherapie auf
die Metastasierungsrate

Der Nutzen einer neoadjuvanten Therapie flir das Risiko einer
Fernmetastasierung blieb hingegen bisher gering. In gro3en randomisierten
Studien aus Schweden und den Niederlanden fanden sich keine
Unterschiede zwischen neoadjuvant bestrahlten und nicht-bestrahlten
Patienten [11, 13]. Gleiches Ergebnis lieferte eine Metaanalyse (odds ratio
0,93; p=0,54) [14]. Im Gegensatz zur signifikanten Reduktion der Rate an
Lokalrezidiven ist der Anteil der Patienten mit metastasierendem Verlauf

nach neoadjuvanter Radiotherapie nicht verringert [24].

Die Erweiterung der neoadjuvanten Radiotherapie zur Radiochemotherapie—
so die Erwartungen [25-27] — sollte diese ,systemische Therapiellcke"
schlielen. Die klinische Erfahrung hatte aber gezeigt, dass einige Patienten,
die mit einer aggressiven neoadjuvanten Radiochemotherapie behandelt
worden waren, teilweise eine massive Metastasierung nach kurativer
Operation erlitten [28]. Koda et al. berichteten sogar Uber eine hdhere
Metastasierungsrate nach der Vorbehandlung: 37% der Patienten
entwickelten wahrend der Nachbeobachtungszeit Fernmetastasen. In der
Kontrollgruppe fanden sich im gleichen Zeitraum nur bei 16% der Patienten

Fernmetastasen (p=0,02) [29].

In einem aktuellen Ubersichtsartikel von Fietkau und Klautke formulierten die
Autoren eine ernuchternde Bilanz: ,Die Haufigkeit von Fernmetastasen blieb
in allen Studien mit 30-40% in der gleichen GréBenordnung; sie hat sich in
den letzten 20 Jahren quasi nicht verdndert. [30]. Die ,systemische
Therapielicke® wurde also durch die Kombination der Radiotherapie mit

Chemotherapeutika nicht verkleinert. Woran konnte das liegen?

1.6 Eine Tumorimmunabwehr kann eine Metastasierung verhindern.

Bei soliden Tumoren gibt es systemische Tumorabsiedlungen schon lange

als Mikrometastasen bevor sich Metastasen klinisch oder diagnostisch
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nachweisen lassen [31]. Diese sog. dormant cells haben eine gleich starke
Proliferationsrate wie neoplastische Zellen des Primartumors, Angiogenese-
Inhibitoren (produziert durch den Tumor [32, 33]) bewirken jedoch eine starke
Apoptose. Es besteht ein FlieRgleichgewicht (steady state) zwischen
Proliferation und Zelltod, die Metastasen wachsen nicht. Durch eine
operative Entfernung des Primartumors entfallt der hemmende Einfluss von
Anti-Angiogenese-Faktoren. Es kommt zur Disinhibition der ruhenden

Mikrometastasen.

Neben Eigenschaften der Tumorzellen wirken auch wirtseigene Faktoren
einer Metastasierung entgegen; insbesondere ein suffizientes Immunsystem
ist wichtig [34, 35]. Verschiedene Immunzelltypen koénnen diese

Tumorabwehrmechanismen vermitteln:

Dendritische Zellen wandern als unreife Zellen aus dem Knochenmark in
nicht-lymphoide Organe, unter anderem auch in die Mukosa von Kolon und
Rektum und ins neoplastische Gewebe eines Rektumkarzinoms [36, 37].
Dort nehmen sie Tumorantigen auf und gelangen anschlie3end in die T-Zell-
Regionen (Parakortex) des drainierenden Lymphknotens. Im Rahmen einer
Zellreifung erscheint das aufgenommene Material MHC-gebunden an der
Zelloberflache und wird T-Lymphozyten prasentiert. Dendritische Zellen
gelten als die effektivsten antigenprasentierenden Zellen [38]. Sie aktivieren
T-Helferzellen (THL), zytotoxische T-Zellen (CTL) und NK-Zellen im
tumordrainierenden Lymphknoten [39-41]. Dendritische Zellen Ubernehmen
eine Starterrolle bei der Initiierung einer humoralen und zellularen
Tumorimmunantwort [42]. Aktivierte Dendritische Zellen lassen sich durch

Antikorper gegen CD83 selektivimmunhistochemisch anfarben [43].

T-Helferzellen (THL) exprimieren das Membranantigen CD4 und sind im
Lymphknoten hauptsachlich im Parakortex lokalisiert. Diese Lymphozyten
sind antigenspezifisch und vermitteln die Antikérperproduktion durch B-Zellen
und den Kontakt zwischen Tumorantigen-tragenden Dendritischen Zellen
und CTL [44]. THL-Subtypen Ubernehmen in der Tumorimmunabwehr
Effektorfunktionen [45, 46].

Natlrliche Killer- (NK) Zellen tragen das Membranantigen CD57 auf ihrer
Zelloberflache. Sie sind innerhalb des Lymphknotens in den Keimzentren der
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Lymphfollikel lokalisiert [47]. NK-Zellen sind Bestandteil des unspezifischen
Immunsystems gegen systemische Tumorzellabsiedlungen. Die Initiierung
einer NK-Zellantwort gegen Tumorzellen kann Uber drei unterschiedliche
Aktivierungspfade erfolgen: (1) MHC I-Molekile auf Selbst-Korperzellen
wirken hemmend auf NK-Zellen. Eine Veranderung, eine verminderte
Expression oder das Fehlen dieser MHC I-Molekule auf der Zelloberflache —
wie haufig bei Tumorzellen — bewirkt eine NK-Zellaktivierung [48] mit
anschlielender Elimination der Zielzelle. (2) Eine Zell-Zell-Interaktion mit
Dendritischen Zellen fuhrt ebenfalls zu einer NK-Antwort [49]. (3) Eine
Markierung von Zielzellen mit Antikorpern initiiert ebenfalls eine NK-Zell-
vermittelten Zytotoxizitat. Auch Tumorzellen kénnen auf diesem Weg
eleminiert werden [50]. NK-Zellen stellen somit ein Verbindungsglied
zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Arm einer

Tumorabwehrreaktion dar.

CD8 ist das charakteristische Membranantigen von zytotoxischen T-
Lymphozyten (CTL). CTL sind Bestandteil einer adaptiven Immunantwort
gegen intra- und extrazellulares MHC I|-gebundenes Fremdantigen. Sie
konnen bei Tumorzellen den apoptotischen Zelltod einleiten und besitzen
lytische Enzyme wie Granzym B. Die immunologische Funktion von CTL liegt
u.a. in der Abwehr einer beginnenden Fernmetastasierung durch
zirkulierende Einzel-Tumorzellen [35, 51]. Ein Subtyp der CD8" T-
Lymphozyten hat keine Effektorfunktion, sondern wirkt als Regulatorzelle.
Diese unterscheiden sich von CTL durch eine fehlende CD 28-Expression
(CD8" CD28") [52].

Das komplexe Zusammenspiel der Immunzellen im regionalen Lymphknoten
ermdglicht den Aufbau einer Immunantwort gegen Tumorantigene. Eine
Beeintrachtigung dieser Immunmechanismen wurde ein Auswachsen von
(Mikro)metastasen begunstigen. Die vorliegende Arbeit untersucht die
Veranderungen der genannten Immunzellen nach neoadjuvanter
Radiochemotherapie in nicht metastatisch befallenen perirektalen

Lymphknoten.



2 Zlelsetzungen

1. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung einer neoadjuvanten
Radiochemotherapie auf Rektumkarzinome histomorphologisch zu
beschreiben und die GR-Klassifikation nach Dworak [20] zu
verwenden. Darlber hinaus sollten neu herausgearbeitete
Zuordnungskriterien fur die Gruppeneinteilung angewandt und die

Objektivitat in einer Interobserverstudie untersucht werden.

2. Es ist bekannt, dass Falle, die mit verschiedenen Therapieregimen
behandelt werden, unterschiedliche Ansprechraten zeigen. In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine Vorbehandlung mit
Capecitabin einer Therapie auf 5-FU-Basis hinsichtlich der

Tumorresponse Uberlegen ist.

3. Durch die Beurteilung der Tumornarbe sollte das Tumorstadium vor
der neoadjuvanten Radiochemotherapie bei Downstaging-Fallen
rekonstruiert werden. Ziel war es, das ,Risiko einer Ubertherapie® (s.

0.) post factum abzuschatzen.

4. Ferner sollte versucht werden, mogliche Auswirkungen einer
neoadjuvanten Radiochemotherapie auf das Immunsystem im Spiegel
histomorphologischer = Befunde  einzuschatzen. Konnte eine
Vorbehandlung als Nebenwirkung eine Immunsuppression bewirken
und somit Wegbereiter flr eine Metastasierung sein? Um Antworten
auf diese Frage zu finden, wurden tumorfreie meso/perirektale
Lymphknoten der Operationspraparate von vorbehandelten und
Kontrollpatienten untersucht und Unterschiede hinsichtlich der
Zelldichte von CD4" T-Helfer-Zellen, CD8" zytotoxischen T-Zellen,
CD83" aktivierten Dendritischen Zellen und CD57" Natrlichen Killer-
Zellen sowie Unterschiede hinsichtlich der Lymphknotenmorphologie

herausgearbeitet.



3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektive

Fur die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 133
Rektumkarzinomfalle des Universitatsklinikums Rostock ausgewahlt. Je nach
Therapie wurden zwei Kollektive definiert: Bei Fallen aus der Studiengruppe
erfolgte vor der Operation eine neoadjuvante Radiochemotherapie, Patienten

aus der Kontrollgruppe wurden nicht vorbehandelt.

Das Studienkollektiv umfasste 75 Patienten. Diese Falle erflllten folgende

Kriterien:

a) Kolo/rektoskopisch diagnostiziertes Rektumkarzinom, <15 cm

proximal der Linea dentata,

b) Biopsie und histologische Sicherung eines muzindésen oder

tubularen Adenokarzinoms,

c) Hinweis auf extramurale Tumorausbreitung (=T3) und/oder
Lymphknotenmetastasierung (N+) in der Computertomographie/

Endosonographie

d) neoadjuvante = Radiochemotherapie in der Klinik  fur
Strahlentherapie der Universitat Rostock im Zeitraum zwischen
1997 bis 2004,

e) Vollstandige  Beendigung der neoadjuvanten  Therapie.
Ausgeschlossen wurden Patienten, bei denen toxische
Nebenwirkungen und Komplikationen zum Therapieabbruch
fuhrten.

Die Untersuchungsergebnisse des praoperativen Stagings wurden den
entsprechenden Krankenakten der Klinik fur Allgemein- und Viszeralchirurgie

der Universitat Rostock enthommen.

58 Patienten mit Rektumkarzinom, die zwischen 1997 und 1999 behandelt

wurden, bildeten ein Kontrollkollektiv. Hier erfolgte die operative Entfernung
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des Tumors ohne vorangegangene neoadjuvante Therapie. Die Falle wurden
aus einer Datenbank, die alle kolorektalen Karzinomen am Institut fir
Pathologie der Universitat Rostock seit 1994 erfasst, ausgewahlt.
Auswahlkriterium war eine strukturgleiche Verteilung der UICC-Stadien
zwischen beiden Kollektiven. Alters- und —Geschlechterverteilung,
Operationsverfahren und pTNM-Stadien sind fur beide Gruppen in Tabelle 1

gegenubergestellt.

Tabelle 1: Patientendaten. Fir die Radiochemotherapie- und die Kontrollgruppe sind die

absoluten und relativen Haufigkeiten der Patientencharakteristika und Diagnosegruppen

gegenibergestellt.

Parameter Radiochemotherapie- Kontroligruppe
Gruppe
Zahl [%] Zahl [%]
Anzahl der Falle 75 58
Geschlecht
mannlich 55 73 31 53
weiblich 20 27 27 47
Alter zur Op-Zeit in Jahren
Mittelwert 61,7 66,1
Median 64 67
Op-Verfahren
tiefe anteriore Resektion 49 55 43 741
abdom.perin. Amputation 26 20 15 25,9
pT-Stadium
0 11 14,6 - -
1 1 1,3 1 1,7
2 18 24,0 15 25,9
3 40 53,3 30 51,7
4 5 6,7 12 20,7
pN-Stadium
0 40 53,3 33 56,9
1 21 28,0 12 20,7
2 14 18,7 13 224
M-Stadium
0 55 73,3 45 77,6
1 20 26,7 13 22,4
UICC-Stadium
0¥l 21 28,0 11 19,0
Il 15 20,0 20 34,5
11 19 25,3 14 241
v 20 26,7 13 22,4

* UICC-Stadium 0 entspricht ypTO NO MO, also kein nachweisbarer Tumor nach

neoadjuvanter Radiochemotherapie.
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3.2 Neoadjuvante Radiochemotherapie

Die neoadjuvante Radiochemotherapie dauerte 38 bzw. 43 Tage. Dieses
intensivierte Langzeitregime (siehe Einleitung) wurde gemaf} publizierten
Protokollen [53, 54] durchgeflhrt.

Bei allen vorbehandelten Patienten erfolgte von Tag 1 bis 38 eine
fraktionierte Bestrahlung in Mehrfeldertechnik durch einen
Linearbeschleuniger mit einer Energie >6 MV. An finf Tagen pro Woche
wurden Einzeldosen von 1,8 Gy appliziert (Tag 1 bis 33). Es folgten drei
zusatzliche Dosen a 1,8 Gy fur ein kleineres Zielvolumen an den Tagen 36
bis 38. Die Gesamtdosis betrug 50,4 Gy.

Es wurden drei alternative Chemotherapie-Regime angewandt (s. Abbildung
1 auf S.11):

16 Patienten wurden gemal® Regime A behandelt: Wahrend der ersten und
funften Behandlungswoche wurden uber eine 120-Stunden-Dauerinfusion
1000 mg/m?#/d 5-FU verabreicht.

42 Patienten erhielten Regime B: Sie erhielten ebenfalls 5-FU, hier in einer
Dosierung von 250 mg/m?/d als Dauerinfusion von Tag 1 bis 43. Zusatzlich
wurde einmal pro Woche 40 mg/m? Irinotecan per 90-Minuten Infusion

appliziert.

Bei 16 Patienten wurde Regime C angewandt: Anstelle von 5-FU wurde das
orale Fluoropyrimidin Capecitabin (1500 mg/m?/d) verwendet. Die Dosierung
des zusatzlich applizierten Irinotecan ist mit der Anwendung aus Regime B

identisch.

Ein Patient wurde mit Tomudex 3 mg/m?/d behandelt. Ab dem 16. Tag wurde

die Dosis auf die Halfte reduziert.
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Regime A:
R R N A A R A A A 2
L ]
Regime B:
R 222 2 2 R R AR R A R Y
l* * * * * * *Al'
Regime C:
R R e 1Y
l* * * * * * ‘A1
l fraktionierte Bestrahlung, Einzeldosis 1,8 Gy
L 5-FU 1000 mg/m?/d; 120-Stunden-Dauerinfusion
(| 5-FU 250 mg/m?/d; Dauerinfusion
% Irinotecan 40 mg/m?; 90-Minuten Infusion
I11111] Capecitabin 1500 mg/m?/d; zwei Gaben taglich p.o.

Abbildung 1: Drei alternative Behandlungsprotokolle der neoadjuvanten

Radiochemotherapie.

3.3 Operation

Bei allen 75 Radiochemotherapie-Patienten erfolgte die operative Entfernung
des (Rest)tumors vier bis sechs Wochen nach Beendigung der
Vorbehandlung: Bei 49 Patienten konnte das Karzinom unter Erhalt des
Sphinkterapparats reseziert werden, in 26 Fallen erfolgte eine
abdominoperineale Rektumamputation (s. Tabelle 1 auf S. 9). Im
Kontrollkollektiv wurde in 43 Fallen eine tiefe anteriore Resektion und in 15
Fallen eine Amputation durchgefihrt. Alle Operationen wurden von
Viszeralchirurgen der Klinik flr Chirurgie der Universitat Rostock

durchgefuhrt und beinhalteten eine totale Mesorektumexzision.
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3.4 Pathomorphologische Untersuchung des Operationspraparates

Die Aufarbeitung und histologische Befundung der Falle aus beiden Gruppen
erfolgte zum grofdten Teil (>80%) durch PD Dr. Friedrich Prall, Oberarzt am
Institut fur Pathologie der Universitat Rostock, nach standardisiertem Ablauf:
Die Operationspraparate wurden entlang ihrer vorderen Wand eréffnet und
uber Nacht in gepuffertem Formalin fixiert. Es wurden sechs bis zwolf ca. 5
mm dicke transversale Scheiben aus dem Tumor bzw. den Tumorresiduen
angefertigt und mit Paraffin als Block konserviert. Im Falle einer
makroskopischen kompletten Tumorregression wurde die ehemals
tumortragende Region komplett aufgearbeitet. Nach sog. clearing in Aceton
uber Nacht wurden aus dem Mesorektum die regionalen Lymphknoten

prapariert.

Alle Falle wurden gemald der TNM-Klassifikation befundet (s. Tabelle 1 auf S.
9). Abgesehen von Radiochemotherapie-Fallen mit ypTO bzw. UICC 0
bestand zwischen beiden Kollektiven bezuglich der Tumorstadien
Strukturgleichheit: Fur die pT-Stadien 1 bis 4 ergaben sich im Chi-Quadrat
Test keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Kollektiven
(p=0,231). Gleiches gilt fir die UICC-Stadien | bis IV (p=0,476).

Fir die folgenden histomorphologischen Untersuchungen wurde ein
Lichtmikroskop der Firma Carl Zeiss, Deutschland, Typ Axioskop, mit einem

Okularmikrometer verwendet.

3.4.1 Ausmessen der Tumorkomplexe

Ein einzelner Tumorkomplex stellt sich als glandular konfigurierter Verband
aus vitalen Tumorzellen dar. Es konnen ein oder mehrere Lumina
umschlossen sein. Bindegewebe bzw. desmoplastisches Stroma trennt die
einzelnen Tumordrisen voneinander ab. Die Grof3e der Tumorkomplexe
wurde fur jeden Radiochemotherapie-Fall anhand aller vorhandenen HE-
Schnitte, ggf. auch an zusatzlich angefertigten Stufenschnitten beurteilt und

mit dem Okularmikrometer ausgemessen.
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3.4.2 Klassifikation der Tumorregression

Das Ansprechen des Tumors auf die Vorbehandlung wurde fur jeden
Radiochemotherapie-Fall beurteilt und gemal eines Tumorregressions-
Gradings klassifiziert. Die Einteilung in finf Gruppen orientiert sich an den
Vorgaben von Dworak et al. (kursiv gedruckt) [20]. Zusatzlich wurden neu
herausgearbeitete Kriterien zur objektiveren Gruppenzuordnung, ferner auch

Kriterien zur Einordnung von muzindsen Adenokarzinomen angewandt.

GR 4: Komplette Regression

,Bei Grad 4 finden sich keinerlei histologisch identifizierbare residualen
Tumorzellen [20]“ (s. Abbildung 2).

GR 3: Fast komplette Regression, nur mikroskopische Residuen

,Grad 3 ist charakterisiert durch die Anwesenheit vereinzelter residualer

Tumorzellen, die in fibrotische Areale eingestreut sind [20].”

Nicht-muzindse Adenokarzinome:

Im ehemaligen Tumorbett finden sich Zeichen einer fast vollstandigen
Tumorregression: Nekrose, Kalzifizierungen, ggf. Schleim. In Abbildung 3
zeigen Bindegewebsziuge und Tumornarbenfelder die Ausbreitung des

Tumors vor der neoadjuvanten Therapie an.

In diesem Regressionsgebiet lasst sich vereinzelt vitales Tumorgewebe

nachweisen:

a) Der Residualtumor bleibt auf eine Ausdehnung von max. 10 mm
begrenzt bzw. vitale Tumorverbande sind in hdchstens drei

verschiedenen Blockpraparaten nachweisbar.
b) Einzelne Tumorkomplexe sind kleiner als 2 mm und

c) die Ausbreitung beschrankt sich auf hochstens zwei der drei
Wandzonen (Tunica mucosa, Tunica muscularis propria und

perirektales Fettgewebe).
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Muzindse Adenokarzinome:

Schleimseen ohne Begrenzung aus vitalen Tumorzellen dominieren das
histologische Praparat. Nur vereinzelt ,schwimmen® vitale Tumorzellen, teils
einzeln, teils in kleinen Zellhaufen in diesen Schleimseen (s. Abbildung 4)

FUr muzinése Karzinome gelten die 0.g. Regeln a) bis c) nicht.

GR 2: Mittelgradige Regression

.Bei Grad 2 findet sich eine gréBere Zahl an residualen Tumorzellen,

dennoch lberwiegt die Fibrose [20]".

Nicht-muzindse Adenokarzinome:

Wie in der linken Bildhalfte von Abbildung 5 dargestellt, zeigt die
Tumorregion deutliche Anzeichen einer Regression als Antwort auf die
neoadjuvante Therapie. Die Tumordrusen sind in mittlerer Dichte angeordnet
und durch Fibrose, Tumornarbe, Nekrose oder Kalzifizierungen voneinander

abgetrennt.

Die Uberschreitung bereits eines Kriteriums a) bis ¢) aus GR 3 fihrt zur
Einordnung als GR 2, d. h. der Tumor bei GR 2

e hat eine lokale Ausdehnung >10 mm bzw. ist in mehr als drei

verschiedenen Blockpraparaten nachweisbar und/oder
e bildet Tumorkomplexe > 2 mm und/oder
e istin allen drei Wandzonen ausgebreitet.

Muzindse Adenokarzinome:

Die Schleimseen als Zeichen der Regression sind bildbestimmend. In den
Schleimseen sind zu weniger als der Halfte vitale Tumorzellen zu finden. S.
Abbildung 5, rechte Bildhalfte.

GR 1: Geringe Tumorregression

.Bei Grad 1 Uiberwiegt der Residualtumor gegendiiber der Fibrose [20]°.
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Nicht-muzindse Adenokarzinome:

Tumordichte und —ausdehnung erscheinen nur gering bis maRig durch die
Vorbehandlung reduziert. Die Tumorkomplexe lagern dicht und sind in allen

Wandzonen nachweisbar, wie in Abbildung 6 (links) verdeutlicht werden soll.

Muzindse Adenokarzinome:

Schleimseen sind nachweisbar, es finden sich aber zu mehr als der Halfte

vitale Tumorzellen. S. Abbildung 6 (rechts).

GR 0: Keine oder weitgehend fehlende Regression

,Grad 0 ist durch eine fehlende Regression charakterisiert [20]°.

Histomorphologische Zeichen eines therapeutischen Effekts auf den Tumor
(Nekrose, Kalzifizierung, Tumornarbe) sind gemessen am Anteil von vitalem
Tumorgewebe gering. Der Tumor erscheint durch die Therapie kaum beruhrt:
Die neoplastischen Drisen lagern dicht, in allen Wandzonen ist eine grol3e

Tumormasse erkennbar. Abbildung 7 zeigt einen typischen GR 0-Fall.

Gemal einer Einteilung nach Ryan et al. [55] wurde durch Zusammenlegung
der GR-Gruppen eine 3-Teilung vorgenommen: Patienten aus GR 3 und 4
sprechen stark auf die neoadjuvante Radiochemotherapie an, GR 2-Falle
zeigen eine moderate, Patienten mit GR 0 und 1 eine geringe

Therapieantwort.
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Abbildung 2: Totalregression (GR 4). Im ehemaligen Tumorbett finden sich ausgedehnte

Bindegewebsareale. Verkalkungen (Pfeile) sind von Entziindungszellinfiltraten umgeben
(Detailbild rechts). Eine Tumornarbe (Pfeilspitzen) deutet auf friihere Tumorinfiltration hin.
Keine vitalen Tumorzellen im gesamten Praparat. Oberflachliches Ulkus (Stern). HE, x40,
Detailbild x400.

Abbildung 3: Starke Tumorregression eines nicht-muzinésen Adenokarzinoms (GR 3).

Die normale Wandschichtung wurde durch frilhere Tumorinfiltrate zerstért. Der
Tumordurchbruch durch die Tunica muscularis propria lasst sich anhand von Tumorresiduen
und umgebender Tumornarbe (Pfeile) mit Bindegewebsziigen rekonstruieren. Zeichen der
Tumorregression sind bildbestimmend. Vereinzelt und mikrofokal sind residuale Tumorzellen
und —zellverbande nachweisbar (Detailbild). HE, x20, Detailbild x400.
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Abbildung 4: Starke Tumorregression eines muzinésen Adenokarzinoms (GR 3). Das
Tumorbett besteht aus regressiven Schleimseen. Nur vereinzelt sind darin vitale
Tumorzellen zu finden (Detailbild). HE, x40, Detailbild x400.

Abbildung 5: Mittelgradige Tumorregression (GR 2).

Links: Nicht-muzin6ses Adenokarzinom. Regressiv veranderte Tumoranteile sind von
nekrotischen Zellresten, Entziindungszellinfiltraten und Fibrose umgeben. Tumorzellnester
im perirektalen Fettgewebe. HE, x40.

Rechts: Muzinéses Adenokarzinom. Die Schleimseen sind zum kleinen Teil von vitalen
Tumorzellen begrenzt. HE, x40.
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Abbildung 6: Geringe Tumorregression (GR 1).

Links: Nicht-muzinéses Adenokarzinom. Tumorinfitrate sind bildbestimmend. Dicht
lagernde neoplastische Drisen durchsetzen die Tunica muscularis propria und infiltrieren
das perirektale Fettgewebe (Pfeil). Oberflachliche Ulzeration der Mukosa (Stern). HE, x20,
Detailbild x200.

Rechts: Muzinéses Adenokarzinom. Um die Schleimseen sind zum grof3en Teil vitale
Tumorzellen zu finden. HE, x40

Abbildung 7: Fehlende Tumorregression (GR 0). Eng lagernde Tumordriisen bilden eine
groRe Tumormasse. HE, x40.
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Abbildung 8: Tumornarbe 1. Inselartige Tumornarbenfelder im Bereich der ehemaligen

Tunica muscularis propria, die durch friihere Tumorinfiltrationen groRtenteils zerstért wurde
(links, Ubersichtsbild). Im ehemaligen Tumorbett haben zahlreiche Makrophagen regrediente
Karzinomanteile resorbiert (rechts, Detailbild). HE, x40, Detailbild rechtsx200.

Abbildung 9: Tumornarbe 2. Aktivierte Fibroblasten produzieren in ehemaligen
Tumorarealen eine lockere kollagene Matrix als ,Ersatzgewebe“.  Sparliches
Entziindungszellinfiltrat. HE, x40.
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3.4.3 Interobserverstudie

In einer Interobserverstudie wurde die Auswertungsobjektivitdt der o.g.
neuen Klassifikationskriterien Gberprift: Dr. med. Gunther Wohlke, Oberarzt
am Institut fir Pathologie der Helios Kliniken Schwerin, klassifizierte als
zweiter Untersucher alle 75 Studienfalle anhand der HE-Schnittpraparate
gemall den in Abschnitt 3.4.2 genannten Kriterien. Die jeweiligen
Zuordnungen der Falle zu den GR-Untergruppen, die der erste Untersucher
und Verfasser dieser Arbeit (Michael Wohlke) getroffen hatte, waren dem
zweiten Untersucher nicht bekannt (einfache Verblindung). Die Ergebnisse
des zweiten Untersuchers wurden nur fur die Ergebniskorrelation im Rahmen
der Interobserverstudie verwendet (k-Statistik). Fur alle weiteren

Berechnungen wurden die Ergebnisse des ersten Untersuchers benutzt.

3.4.4 Tumornarbe und Rekonstruktion des Tumorstadiums vor der

neoadjuvanten Radiochemotherapie

Die Tumornarbe ist das histomorphologische Korrelat einer Tumorregression
als Antwort auf die neoadjuvante Radiochemotherapie. Sie ist von anderen
Gewebsveranderungen (z.B. radiogene Fibrose, desmoplastisches Stroma)

abzugrenzen. Eine Tumornarbe zeigt typischerweise:

e eine aufgelockerte Matrix aus lockeren kollagenen Fasern mit

proteoglykanrreicher Grundsubstanz,

e resorptive Infiltrate: Histiozyten, Hamosiderophagen, evtl.
Schaumzellen und Rundzellinfiltrate. Dargestellt in Abbildung 8 auf
S.19.

e Aktivierte Fibroblasten. S. Abbildung 9 auf S. 19

Die Beurteilung der Tumornarbe erfolgte fur alle Studienfalle an allen

angefertigten HE-Schnitten.

Bei Fallen mit ypTO bis 2 und ypNO wurde versucht, durch das
Vorhandensein einer Tumornarbe im perirektalen Fettgewebe und/oder
Zeichen einer frUheren  Lymphknotenmetastasierung  (nekrotische

Lymphknotenmetastasen bzw. Tumorsatelliten ohne vitale Tumorzellen,
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Tumornarbe im Lymphknoten) die primaren T- und N-Stadien zu

rekonstruieren.

3.5 Aufarbeitung und Untersuchung der mesorektalen Lymphknoten

FiUr jeden Studien- und Kontrollfall wurden anhand der HE-Schnittpraparate
die drei groflten, nicht metastatisch befallenen, mesorektalen Lymphknoten
identifiziert. Fur weitere Untersuchungen wurde das Blockpraparat des

jeweils grofdten tumorfreien Lymphknotens pro Fall verwendet.

3.5.1 GroRenbestimmung der Lymphknoten

FUr die drei groRten Lymphknoten pro Fall wurden die jeweils groften
Durchmesser mittels Okularlineal (s. Abschnitt 3.4.1) ermittelt. Diese drei
Langenangaben pro Fall wurden addiert und bildeten den sog.
Summendurchmesser. Dieses Mal® und der Durchmesser fur den jeweils
grofldten Lymphknoten (nur ein Lymphknoten pro Fall) dienten zum Vergleich

der Lymphknotengrof3en zwischen den Fallgruppen.

3.5.2 Untersuchungen von immunhistochemisch angefarbten Immunzellen

FUr jeden Fall wurde der grofte tumorfreie Lymphknoten ausgewahlt. Es
wurden jeweils vier immunhistochemische Farbungen gegen die
Membranantigene CD4, CD8, CD83 und CD57 angefertigt.

Details der Farbemethodik sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2: Eigenschaften und Daten zu den immunhistochemischen Farbungen.

Membran- Klon Titer Vorbehandlung Anbieter,
antigen Firmensitz

CD4 1F6 1:10 Dampfdruck Novocastra,
Newcastle,
UK
CD8 C8/144B 1:50 Mikrowelle DAKO,
Glostrup,
Danemark
CD83 1H4b 1:50 Mikrowelle Novocastra,
Newcastle,
UK
CD57 NK-1 1:200 Protease Novocastra,
Newcastle,
UK

Die Auszahlung der angefarbten Zellen erfolgte lichtmikroskopisch
(Mikroskop Typ Jenaval, Firma Zeiss, Jena, DDR) mit einem Okularnetz aus
5 mal 5 Kleinstquadraten (s. Abbildung 10).

A
a

A v

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Okularnetzes. Die absolute Lange der
Seite eines Kleinstquadrates errechnete sich nach der Formel: a [mm] = (VergréRerung des
verwendeten Objektivs)'; A=5*a.

Die Grole eines Zéahlfeldes war durch die Anzahl der berucksichtigten
Kleinstquadrate innerhalb des Okularnetzes und das verwendete Objektiv
festgelegt (z. B. 3 mal 3 Kleinstquadrate). Angefarbte Zellen, die nur teilweise

innerhalb des Zahlfeldes lagen, wurden folgendermalien gezahlt:
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e Zellen, die auf der oberen oder linken Begrenzungslinie des

Zahlfeldes lagen, wurden als ,innen liegend“ gewertet;

e Zellen, die die untere oder rechte auflere Linie berUhrten, wurden

nicht mitgezahlt (,aulderhalb liegend®).

Zahlung der CD4" bzw. CD8" Zellen

Die Auszahlung dieser beiden Zellreihen erfolgte im Parakortex. Es wurden
jene Lymphknotenbereiche ausgewertet, die beim Durchmustern die gréfite
Dichte von angefarbten Zellen zeigten. 3 mal 3 Kleinstquadrate bildeten ein
Zahlfeld. Bei der verwendeten 320fachen VergroRerung ergab sich eine
Flache von 0,0088 mm? pro Zahlfeld.

Wie viele Zahlfelder (n) sollten pro Lymphknoten ausgezahlt werden? Zur
Ermittlung des ,n“ wurden vier Studien- und vier Kontrollfalle flr einen
Vorversuch ausgewahlt und fur n=1, n=2, n=4, n=8 und n=12 Zahlfelder
ausgezahlt sowie fur jedes n der Mittelwert der erhaltenen Zellzahlen
gebildet. Fir n>1 betrug der Abstand zwischen verschiedenen Zahlfeldern

mindestens ein MPF.

Die Festlegung auf n=4 Zahlfelder fur die Anwendung zur Auszahlung aller

Falle ist aus folgenden Grunden gerechtfertigt:

1. graphisch: Fur n=4 nahern sich die Verlaufe der acht Kurven einer
gedachten Geraden bzw. den ,wahren® Mittelwerten der Zellen pro
Zahlfeld an (s. Abbildung 11a und b auf S.25).

2. statistisch: FUr n=4 ergab sich im Kruskal-Wallis-Test eine Signifikanz
von p=0,69 (CD4") bzw. p=0,76 (CD8"); das heiflt, es bestanden
zwischen den Mittelwerten der Zellen pro Zahlfeld fir n=4 innerhalb

eines Falls keine signifikanten Unterschiede.

3. morphologisch: Die Auszahlung von n=8 oder n=12 Zahlfeldern im

Abstand von mindestens einem MPF war fur die acht Falle aus den
Vorversuchen maoglich. Einige Lymphknoten aus dem gesamten
Patientenkollektiv waren jedoch zu klein gewesen, um mehr als vier

Zahlfelder innerhalb eines Lymphknotens zu positionieren.
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Zahlung der CD83" Zellen und CD57" Zellen

CD83" Zellen wurde im Parakortex bei 200 facher Vergroerung gezahlt. Die
Aulenlinien des Rasters (5 mal 5 Kleinstquadrate) begrenzten ein Zahlfeld,

dies entsprach einer Flache von 0,0625 mm?2.

Die Zahlung der CD57" Zellen erfolgte innerhalb der Keimzentren [47] bei
320facher VergroRerung. Die Flache eines Zahlfeldes betrug 3 mal 3
Kleinstquadrate, absolut 0,0088 mm?.

Der Abstand zwischen den Zahlfeldern betrug mindestens ein MPF,
zelldichte Areale wurden bevorzugt. Bei der Ermittlung der erforderlichen
Anzahl von ,n“ Zahlfeldern wurde wie im Abschnitt ,Zahlung der CD4" bzw.
CD8" Zellen“ vorgegangen. Mit den gleichen Argumenten wie dort konnten
auch hier die Entscheidungen fir n=4 Zahlfelder begrindet werden
(Abbildung 11c und d auf S. 26). Auf dem Signifikanzniveau von p=0,95
(CD83%) bzw. p=0,92 (CD57") im Kruskal-Wallis-Test waren fur die Werte mit

n=4 keine signifikanten Mittelwertunterschiede anzunehmen.

3.6 Statistik

Far die statistische Auswertung wurde die Software SPSS (SPSS fur
Windows, Version 12.0.1, 2003, Munchen, Deutschland) genutzt. Alle Daten
wurden in eine SPSS-Datenbank aufgenommen. Qualitative Unterschiede in
Klassen wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat Tests aud Signifikanz gepruft. Fur
Mittelwertunterschiede bei quantitativen Daten wurde der t-Test verwendet;
vor jeder Anwendung wurde die Normalverteilung mittels Kolmogorow-
Smirnow-Test gepruft.

Bei der Bestimmung der Anzahl der Zahlfelder wurden Unterschiede durch
den Kruskal-Wallis-Test beschrieben.

Das MaR der Ubereinstimmung zwischen beiden Untersuchern im
Interobserververgleich bei der GR-Klassifikation wurde durch den
Konkordanzindex kappa (k) angegeben.

Bei allen verwendeten Tests wurde als Irrtumswahrscheinlichkeit a p=0,05

angesehen, fur p<0,05 wurde ein signifikanter Unterschied angenommen.
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Abbildung 11 a bis d: Vorversuche zur Ermittlung der Anzahl der Zahlfelder. Fir
Vorversuche wurde fiir jeden ausgewahlten Fall eine unterschiedliche Anzahl an Zahlfeldern
ausgezahlt. Je mehr Zahlfelder ausgezahlt wurden, desto kleiner wurden die
Mittelwertschwankungen der Zellzahlen pro Zahlfeld. Die Kurvenverldufe nahern sich einer

Geraden.
a) Vorversuch fiir die CD4" Zellen. Auszéhlung im Parakortex des Lymphknotens.

b) Vorversuch fiir die CD8" Zellen. Auszéhlung im Parakortex des Lymphknotens.
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Abbildung 11: Vorversuche, siehe auch Bildunterschrift fliir Abbildung 10 a und b auf voriger
Seite.

c) Vorversuch fiir die CD83" Zellen. Auszéhlung im Parakortex des Lymphknotens.

d) Vorversuch fiir die CD57" Zellen. Auszéhlung in den Keimzentren der Lymphfollikel.
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4 Ergebnisse

41 Tumorregressionsgrad

75 Radiochemotherapie-Falle wurden hinsichtlich ihrer Ansprechrate gemaf
der GR-Klassifikation eingeteilt. Die absoluten und relativen Haufigkeiten
sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Die anteilsmaRig grote Gruppe zeigte
eine mittlere Therapieantwort (GR 2). In Richtung starkere (GR 3+4) bzw.
schwachere Response (GR 0+1) nahmen die Gruppenstarken ab. Eine
Normalverteilung lag jedoch nicht vor. Die Ansprechraten von muzinésen und
nicht-muzinésen Tumorformen waren nicht signifikant unterschiedlich.

Die Zusammenfassung der funf GR-Gruppen in ein 3-Klassensystem zeigte
eine gleichmalige Haufigkeitsverteilung: 29 Patienten (38,7%) sprachen
stark auf die neoadjuvante Radiochemotherapie an; 25 Falle (33,3%) zeigten
ein moderates und 21 Faélle (29,0%) ein geringes Ansprechen (Siehe Tabelle
3).

Tabelle 3: Verteilung der absoluten und relativen Haufigkeiten der GR-Klassen

innerhalb des Studienkollektivs. GR = Grade of regression.

absolute Haufigkeit Relative Haufigkeit [%]
GR Tumorantwort
4 11 14,7
3 stark 18 24,0
2 moderat 25 33,3
1 17 22,7
0 gering 4 5,3
Gesamt 75 100




Ergebnisse 28

4.2 Ergebniskorrelation in der Interobserverstudie

Die Ergebnisse einer Interobserverstudie sind in Tabelle 4
zusammengefasst. Als MaB fiir die Ubereinstimmung zwischen den beiden
Untersuchern bezlglich der Alternativen hochgradige bzw. moderate (GR 2
bis 4) vs. geringgradige Tumorregression (GR 0 und 1) wurde ein

Konkordanzindex von k=0,94 ermittelt.

Tabelle 4: Ergebnisse der Interobserverstudie. Firr Ubereinstimmende bzw. differente
Gruppenzuordnungen zwischen den beiden Untersuchern sind die absoluten und in
Klammern die relativen Haufigkeiten angegeben.

GR 4 GR 3 GR 2 GR 1 GRO
Ubereinstimmende 11 17 24 7 0 59
Zuordnung 52 7 (78,7)
Unterschiedliche 0 1 1 10 4 16
Zuordnung 2 14 (21,3)

4.3 Tumorantwort in Abhingigkeit vom therapeutischen Regime

Die drei angewendeten Chemotherapieprotokolle A, B und C unterschieden
sich hinsichtlich der Therapieantwort bei der Betrachtung von drei
Ansprechgruppen. Tabelle 5 zeigt, dass mit dem intensivsten Regime C in 15
von 16 Fallen (93,8%) eine hohe bzw. moderate Ansprechrate erzielt wurde.
Nur bei einem Patienten aus der Regime-Gruppe C wurde lediglich eine
geringe Tumorantwort erreicht. Fir die Signifikanz dieses Unterschieds

zeigte sich ein statistischer Trend (Chi-Quadrat Test, p=0,073).
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Tabelle 5: Ansprechraten bei unterschiedlichen Chemotherapieregimen. Absolute
Haufigkeitsverteilung in einer Darstellung als Kreuztabelle.

Regime A Regime B Regime C
Ansprechrate Gesamt
hoch 3 19 7 29
moderat 7 10 8 25
gering 6 13 1 20
Gesamt 16 42 16 74"

Regime A: 5-FU; Regime B: 5-FU und Irinotecan; Regime C: Capecitabin und Irinotecan
" Ein Patient mit abweichendem Chemoregime (Tomudex) ist nicht aufgefuhrt.

4.4 Tumornarbe und Rekonstruktion des pratherapeutischen
Tumorstadiums

In 24 Fallen (32,0%) fanden sich bei der histopathologischen Untersuchung
der Resektate keine kontinuierliche extramurale Tumorausbreitung (sypT2)
oder Lymphknotenmetastasen (ypNO). Nur 10 dieser 24 Falle wiesen aber
eine Tumornarbe im perirektalen Fettgewebe auf. In 2 von den verbleibenden
14 Fallen fanden sich allerdings nekrotische Lymphknotenmetastasen oder
ehemalige Tumorsatelliten. Somit fehlten bei 12 Patienten (16,0% aller
Radiochemotherapie-Falle) Hinweise  fir  eine pratherapeutische
Tumorinfiltration ins perirektale Fettgewebe bzw.
Lymphknotenmetastasierung (s. Tabelle 6). Fir diesen Patientenanteil muss

ein prétherapeutisches UICC-Stadium | (T2 NO) angenommen werden.

Tabelle 6: Tumornarbe bei ypT<2 ypNO- Patienten. Fiir 24 Radiochemotherapie-Falle mit
ypT<2 ypNO sind die absoluten Haufigkeiten bezliglich einer Tumornarbe im perirektalen
Fett und bezuglich nekrotischer Lymphknoten bzw. Tumorsatellten in Form einer
Kreuztabelle dargestellt. Bei 12 Patienten fehlten diese Merkmale.

Nekrotische Lymphknotenmetastasen und/oder
nekrotische Tumorsatelliten

Tumornarbe im vorhanden nicht vorhanden

perirektalen Fett Gesamt
vorhanden 2 8 10
nicht vorhanden 2 12 14
Gesamt 4 20 24
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4.5 Unterschiedliche Lymphknotenmorphologie und Dichten von
Immunzellen

Die mittlere Gesamtzahl aller praparierten Lymphknoten pro Fall war fur
beide Kollektive nicht gleich. Bei Patienten ohne Vorbehandlung wurden im
Mittel 18,7 (Median 17) Lymphknoten, bei Radiochemotherapie-Patienten
14,2 (Median 14) Lymphknoten prapariert. Eine Vorbehandlung ging folglich
mit einer signifikant geringeren Ausbeute an Lymphknoten pro Fall einher
(p<0,001). Siehe Abbildung 12.

Anzahl der untersuchten LK pro Fall

T T
Radiochemotherapie Kontrollgruppe

Abbildung 12: Anzahl der Lymphknoten (LK) pro Fall in Abhangigkeit von der
Behandlung. Bei vorbehandelten Patienten wurden signifikant weniger Lymphknoten

prapariert (* p<0,001).

Die tumorfreien Lymphknoten von Patienten aus dem Radiochemotherapie-
Kollektiv waren signifikant kleiner (p<0,001). Der grofdte tumorfreie
Lymphknoten pro Fall maf in dieser Gruppe durchschnittlich 5,5 mm (Median
5,2), in der Kontrollgruppe 7,0 mm (Median 6,8). Auch im Vergleich der

Summendurchmesser von den drei grofdten tumorfreien Lymphknoten pro
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Fall zeigten sich im neoadjuvant vorbehandelten Patientenkollektiv signifikant
kleinere Werte (p<0,001) (s. Abbildung 13). Ferner fiel bei vorbehandelten
Fallen eine histomorphologisch veranderte Lymphknotenarchitektur auf: Die
Kapsel erschien fibros verdickt. Lymphfollikel und Parakortex zeigten eine
deutliche Zelldepletion und Fibrosierung (s. Abbildung 15 auf S. 34).
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Abbildung 13: GroBRe der tumorfreien Lymphknoten in Abhéangigkeit von der
Behandlung. Radiochemotherapie-Patienten hatten signifikant kleinere Lymphknoten als
Kontrollfalle (* p<0,001).

Die Zelldichten von CD83", CD4" und CD57" Zellen unterschieden sich
zwischen beiden Patientenkollektiven jeweils signifikant (p<0,001). In den
Lymphknoten von Radiochemotherapie-Patienten fand sich jeweils eine
geringere Anzahl der entsprechenden Zelltypen pro mm?. Die Diagramme in
Abbildung 14a bis ¢ (s. S. 32 und 33) und die Fotografien der Abbildung 16
bis Abbildung 18 (s. S. 34 und 35) verdeutlichen diese Unterschiede.
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Abbildung 14 a und b: CD83" und CD4" Zellen in Abhéngigkeit von der Behandlung.
Die Boxplots beschreiben die signifikant unterschiedlichen Zelldichten fir CD83" (a) und
CD4" Zellen (b) von vorbehandelten und Kontrollféllen (* p<0,001).
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Abbildung 14c: CD57" Zellen in Abhingigkeit von der Behandlung.
Radiochemotherapie-Patienten hatten signifikant geringere Werte als nicht-

vorbehandelte Kontrollfalle (* p<0,001).

Der Unterschied in der Zelldichte von CD8" Zellen zwischen der
Radiochemotherapie- und der Kontrollgruppe war nicht signifikant (p=0,379).
Die Abbildung 19 auf Seite 35 zeigt zwei beispielhafte Falle.
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Abbildung 15: Verdnderte = Lymphknotenarchitektur nach  neoadjuvanter
Radiochemotherapie. In der Ubersichtsaufnahme (links) sind eine verdickte Kapsel,
lediglich gering stimulierte Lymphfollikel mit kleinen Keimzentren und eine generelle
Zelldepletion zu erkennen. Das Detailbild (rechts) zeigt einen vergréfRerten Ausschnitt aus
dem zellarmen Sinus. HE, x40, Detailbild x200.

Abbildung 16: CD83" Zellen in Abhingigkeit von der Behandlung.
Immunhistochemische Farbung von tumorfreien Lymphknoten mit Antikérpern gegen das
Membranantigen CD83, dadurch sind Dendritische Zellen im Parakortex braun markiert.
Beim Radiochemotherapie-Fall fallt im Vergleich zum Kontrollfall eine deutlich geringere
Dichte von Dendritischen Zellen auf. 400 fache VergréRerungen.
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Abbildung 17: CD4" Zellen in Abhingigkeit von der Behandlung. In diesen
immunhistochemischen Farbungen von tumorfreien Lymphknoten sind CD4" Zellen rot

markiert. Die Bildausschnitte zeigen jeweils zwei Parakortexareale in 400 facher
VergréRerungen. Die CD4"-Zelldichte ist nach Radiochemotherapie deutlich geringer.
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Abbildung 18: CD57" Zellen in Abhingigkeit von der Behandlung. Durch

immunhistochemische Farbung von tumorfreien Lymphknoten wurden CD57" NK-Zellen

braun hervorgehoben. Darstellung von zwei Ausschnitten aus Keimzentren der Lymphfollikel
in 400 facher VergréRerungen. Der Radiochemotherapie-Fall zeigt eine deutlich geringere
Dichte von CD57" NK-Zellen.
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Abbildung 19: CD8" Zellen in Abhingigkeit von der Behandlung. Bildausschnitte aus
dem Parakortex. Fir die Zelldichte der rot angefarbten CD8" Zellen fand sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen. 400 fache
VergréRerungen.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung einer neoadjuvanten
Radiochemotherapie auf den Tumor und auf Immunzellen in mesorektalen

Lymphknoten untersucht.

5.1 Der Tumorreqressionsgrad beschreibt den Behandlungseffekt.

Rektumkarzinome reagieren unterschiedlich auf eine neoadjuvante Radio-
bzw. Radiochemotherapie. In dieser Arbeit wurden 75 Falle histopathologisch
untersucht und das Ansprechen auf die Vorbehandlung gemall der GR-
Klassifikation eingeteilt. Die groRte Gruppe bildeten die Falle mit mittlerer
Ansprechrate: 33,3% der Falle wurden als GR 2 klassifiziert. 28,7% der
Patienten zeigten eine geringere (GR 0+1) und 38,7% eine starkere (GR

3+4) Therapieantwort.

5.1.1 Der Tumorregressionsgrad bei verschiedenen neoadjuvanten
Protokollen

Die Haufigkeitsverteilungen der GR-Untergruppen in publizierten Arbeiten
streuen in Abhangigkeit von den Behandlungsprotokollen. Chang et al.
untersuchten die Ansprechraten von 130 Patienten [56]. Die
Bestrahlungsgesamtdosis betrug wie in der vorliegenden Arbeit 50,4 Gy.
Alternativ zu einem Chemotherapieregime mit 5-FU in vergleichsweise
niedrigerer Dosierung (400 mg/m?/d fiir zweimal funf Tage) wurden einige
Patienten mit Capecitabin vorbehandelt. Dieses Chemotherapeutikum wurde
im Vergleich wiederum hdher dosiert (1650 mg/m2/d fur zweimal funf Tage).
Die Autoren erhielten ahnliche Ansprechraten: Die Haufigkeiten fur die drei
Ansprechgruppe entsprachen gréRenordnungsmallig der Verteilung aus der

vorliegenden Arbeit.
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In zwei Studien betrug die Bestrahlungsgesamtdosis nur 45 Gy [57, 58]; im
Gegensatz zum Protokoll aus der vorliegenden Arbeit erfolgte keine
zusatzliche Bestrahlung (Boost) mit 5,4 Gy. Aullerdem unterschieden sich
die Chemotherapieregime. In den Studien erhielten alle Patienten 5-FU in
niedrigeren Dosierungen (zwischen 350 und 1000 mg/m?/d fiir zweimal finf
Tage); andere Chemotherapeutika wurden nicht eingesetzt. Im Vergleich
waren die Vorbehandlungen in diesen Arbeiten also weniger intensiv. Dieser
Unterschied spiegelt sich in einer Verschiebung der Ansprechraten wider:
Die Autoren berichteten, dass 45 bzw. 38 Prozent der Patienten ein
geringes/fehlendes Tumoransprechen zeigten. In einer weiteren Studie mit
ebenfalls niedrigerer 5-FU-Dosierung (625 mg/m?/d fiir zweimal fiinf Tage)
und einer Strahlendosis zwischen 45-50 Gy fand sich bei 52 Prozent der
Patienten diese minimale Therapieantwort [55]. In der vorliegenden Arbeit
betrug dieser Anteil — bedingt durch eine durchschnittlich hdhere Dosierung
von 5-FU, den Einsatz weiterer Chemotherapeutika und eine zusatzliche
Boost-Bestrahlung [59] — lediglich 28 Prozent.

Seit einigen Jahren wurde das ,Standardschema flir eine neoadjuvante
Radiochemotherapie” mit 45 bis 50,4 Gy und 5-FU [59] durch den Einsatz
anderer Substanzen erweitert. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Ansprechraten bei unterschiedlichen Chemotherapieregimen (bei gleichem
Bestrahlungsprotokoll) verglichen. Durch Regime C (Capecitabin plus
Irinotecan) wurden gegenuber den anderen Kombinationen mit 5-FU
(Regime A und B) bessere Ansprechraten erreicht. Fur diesen Unterschied
zeigte sich ein statistischer Trend (p=0,073). Die Uberlegenheit von
Capecitabin beztglich einer hohen Rate an Totalremissionen konnte bei Kim
et al. [60] und in der Metaanalyse von Hartley et al. herausgestellt werden:
Chemotherapieregime mit Capecitabin waren allen Protokollen auf 5-FU-

Basis Uberlegen [59].

5.1.2 Reproduzierbarkeit der GR-Klassifikation
In der vorliegenden Arbeit wurde die GR-Klassifikation nach Dworak erganzt:

Die Kriterien zur Gruppeneinteilung wurden fiur die Gruppen GR 2 und 3

durch objektive Parameter (Gesamtflache des residualen Tumorbetts, Grolde
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der einzelnen Tumorkomplexe und Tiefe der Tumorinfiltration) erweitert.
Zudem wurden Unterscheidungsmerkmale zur Einordnung von muzindsen
Karzinomen hinzugefugt. Die neuen Kriterien wirkten sich auf die
Reproduzierbarkeit der Gruppeneinteilung aus. In einer Interobserverstudie
klassifizierte der erste Untersucher 54 Fallen mit GR 2-4. Der zweite
Untersucher kam in 52 von diesen 54 Fallen zu einer Ubereinstimmenden
Gruppenzuordnung. 14 von insgesamt 16 abweichenden Zuordnungen

betrafen die GR-Gruppen, fur die keine objektiven Kriterien galten (GR 0 und
1).

In zwei publizierten Interobserverstudien [55, 57] erfolgte die Zuordnung
nach der ursprunglichen GR-Klassifikation. Die Objektivitdt der GR-
Klassifikation ohne zusatzliche Kriterien war in diesen Studien hoch (k=0,64
und k=0,88). Bei Berlcksichtigung der neuen Parameter konnten diese
Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit noch verbessert werden. Die
Interobserver-Korrelation bezuglich der Einteilung in GR 3 und 4 vs. GR 0 bis
2 war sehr stark (k=0,94). Nach einer Bewertung von Sachs entspricht
dieses Ergebnis einer ,nahezu vollstandigen Ubereinstimmung® zwischen

beiden Untersuchern [61].

5.1.3 Der Tumorregressionsgrad als prognostischer Parameter

Die Klarung, ob eine starke Tumorregression auch mit einem besseren
klinischen Verlauf einhergeht, war nicht Gegenstand der Untersuchungen zu
dieser Arbeit. Dennoch soll im Folgenden auf einen mdglichen

Zusammenhang eingegangen werden.

In einer groRen randomisierten Studie wurden die neoadjuvante
Langzeitbestrahlung und die neoadjuvante intensivierte Radiochemotherapie
miteinander verglichen [62]. Die Patientengruppe mit der zweitgenannten
Therapieform zeigte neben einer signifikant hoheren Totalregressionsrate
(3,6% vs. 11,4%) eine signifikant geringere Loklarezidivrate (8,1% vs.
16,5%). Mdoglicherweise  konnte  ein  Zusammenhang  zwischen

Tumorregression und besserer lokaler Tumorkontrolle bestehen.
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Offen bleibt aber, ob insbesondere die Patienten, bei denen durch die
Vorbehandlung eine starke Tumorregression erreicht wurde, eine geringere
Lokalrezidiv- bzw. eine hohere Uberlebensrate haben. Nur wenige Autoren
untersuchten explizit die Korrelation zwischen dem Tumorregressionsgrad
und dem klinischen Verlauf. In Tabelle 7 sind die groften Studien zu diesem
Sachverhalt zusammengefasst. Die Ergebnisse stutzten in der Mehrzahl eine
gemeinsame These: Je besser die Ansprechrate, desto besser die Rezidiv-

und Uberlebensraten.

Tabelle 7: Prognostische Relevanz der GR-Klassifikation. In den aufgefihrten Studien
wurden der Zusammenhang zwischen der Tumorregression nach neoadjuvanter Therapie
und dem klinischen Verlauf untersucht.

Autor Regime n Vergleich Lokalrezidiv- Krebsfreies Gesamt-
Gesamtdosis und zw. GR- rate [%] Uberleben Uberleben [%]
Ehemotherapeuti Gruppen [%]

a

Losi et al. 50 Gy 106 4vs.3vs. 2vs. | k. A 100 vs. 85 vs. | k. A.

2006 [63] 5-FU 1vs.0 8)2 vs. 66 vs. 33

Jakob et al. | 50,4 Gy 40 4-2vs. 1+0 31,2vs. 125° | k. A. k. A

2006 [64] 5-FU

Rodel et al. | 50,4 Gy 344 4 vs. 3+2 vs. | Ovs.4vs.6° 86 vs. 75 vs. 63 | k. A.

2005 [65] 5-FU 1+0 **)

Vecchioet | 37,8-50,4 Gy 144 4+3 vs. 2-0 2vs. 17 % 91 vs. 58 ***) 89 vs. 68 **)

al. 2005 5-FU u.a.

[66]

Guillem et | 50,4 Gy 297 | 4+3vs.2-0 k. A. 92,1vs.66,1* | 94,5vs. 67,3 *

al. 2005 5-FU/Irinotecan

[67]

Gavioli et 50 Gy 139 4vs.3vs. 20 Ovs.0Ovs. 14% | k. A. k. A.

al. 2005 5-FU

[68]

*) p<0,05; *x) p<0,01; k) p<0,001; °) nicht signifikant; k. A. = keine Angaben

5.1.4 Konsequenz fur die Praxis

Die Indikation zu einer zusatzlichen adjuvanten Therapie leitet sich derzeit
aus dem ypTNM-Stadium ab. Erganzend dazu koénnten ,Risikopatienten®
nach neoadjuvanter Langzeittherapie anhand der GR-Klassifikation erkannt
bzw. die Gefahrdung fur ein Tumorrezidiv abgeschatzt werden. Bei Fallen mit
GR 0 bis 2 mussten demnach zusatzliche Therapien eingesetzt werden, um
ein erhohtes Risiko fur ein Lokal- und/oder Fernrezidiv aufzufangen. Bei

Fallen mit hoher Tumorregression waren keine weiteren Therapien indiziert.
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Deshalb sollte die histopathologische Befundung eines Rektumkarzinoms
nach neoadjuvanter Radiochemotherapie neben einem Staging gemal} der
pTNM-Klassifikation zusatzlich ein Grading der Tumorregression beinhalten.
Eine dreistufige Einteilung ware aufgrund der guten Reproduzierbarkeit und

prognostischen Relevanz gut geeignet:
(1) Komplette Regression/mikroskopische Residuen
(2) mittelgradige Regression

(3) Geringe Regression

5.2 Durch die Tumornarbe lasst sich das pratherapeutische
Tumorstadium rekonstruieren.

Eine Tumornarbe kann vermutlich als eine Phase innerhalb eines
Regressionsprozesses aufgefasst werden. Sie ist Reaktion auf einen
Tumorzelluntergang nach neoadjuvanter Therapie und organisiert als
kontrollierter  Entzindungsprozess die  Tumornekrosen. Gleichzeitig
entstehen Proliferationsreize; aktivierte Fibroblasten produzieren Kollagen
und sind Wegbereiter einer Defektdeckung. Es bleiben Fragen offen: Wie
schnell kommt es zur Bildung einer Tumornarbe? Wie lange bleibt sie
bestehen? Stellt sie nur ein Ubergangsstadium fir eine vollstandige
Defektheilung dar? Kann der Regressionsprozess auch ohne die Entstehung
einer Tumornarbe ablaufen? Moglicherweise konnten Studien, die
systematisch die Tumorantwort nach unterschiedlicher neoadjuvanter
Therapiedauer und unterschiedlichen Zeitabstanden zur anschliellenden

Tumorresektion untersuchen, Antworten auf diese Fragen liefern.

In der groRen multizentrischen Studie der Chirurgischen Arbeitsgemeinschaft
Onkologie/Arbeitsgemeinschaft der Radioonkologen (CAO/ARQO) wurden
uber 800 Patienten bezlglich einer adjuvanten vs. einer neoadjuvanten
Radiochemotherapie randomisiert [9]. Die pratherapeutische
Stadieneinteilung erfolgte bei allen Patienten mittels Endosonographie; es
wurden nur Falle im klinischen UICC-Stadium Il und Il (uT3/4 und/oder uN+)

eingeschlossen. Bei Patienten aus dem adjuvanten Studienarm konnten
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diese uT- und uN-Stadien unmittelbar histologisch am Operationspraparat
uberpruft werden. Bei 18% wurde hierbei jedoch weder eine
wanduberschreitende Tumorinfitration noch eine
Lymphknotenmetastasierung nachgewiesen. Diese Patienten hatten also
einen Tumor im UICC-Stadium | (pT<2 pNO). Der gleiche Patientenanteil
musste auch fur das neoadjuvant therapierte Kollektiv angenommen werden.
Fir 18% der vorbehandelten Patienten (UICC 1) ware somit eine

neoadjuvante Radiochemotherapie nicht indiziert gewesen.

Die vorliegende Arbeit lieferte nach histologischer Auswertung der
Tumornarbe ein Ergebnis in gleicher GroRenordnung: bei 16% der Patienten
musste ein UICC |-Stadium vor der Behandlung vermutet werden.
Ruckblickend bestand hier keine Indikation fir eine neoadjuvante
Radiochemotherapie (s. Einleitung S. 1), die Patienten wurden

wahrscheinlich Ubertherapiert.

Dieses Ergebnis sollte auch bei der Interpretation von publizierten Studien
bertcksichtigt werden: Patienten mit  Tumor-Downstaging  nach
neoadjuvanter Radiochemotherapie sind nur zu einem Teil ,echte®
Therapieresponder. Der andere Teil umfasst die ,Pseudo“responder - also
Falle, die schon vor der Therapie ein Tumorstadium UICC | hatten und bei
denen nur aufgrund eines Overstagings in der pratherapeutischen

Bildgebung die Indikation zur neoadjuvanten Therapie gestellt wurde.

Bei der Stadieneinteilung mittels Endosonographie und CT sind
Fehleinschatzungen nicht ausgeschlossen. In zwei Ubersichtsarbeiten wurde
der Anteil fur ein unkorrektes T-Stadium mittels Endosonographie zwischen
10 und 33% angegeben, der N-Status wurde in 15 bis 38% fehlinterpretiert;
die CT-Diagnostik ist noch unsicherer [69, 70]. Die Gefahr liege im
Overstaging: In einer Studie wurde das praoperative Staging (keine
neoadjuvante Therapie) mit dem histopathologischen Befund verglichen: bei
28% aller Patienten, die als uT3 eingeschatzt worden waren, fand sich
histologisch nur ein pT2-Stadium [71]. Durch Verbesserungen in der
pratherapeutischen Bildgebung konnte das Risiko fur Overstaging und
Ubertherapie gesenkt werden. Durch den Einsatz des MRT lieRe sich eine

wanduberschreitende Tumorinfiltration (=T3) besser darstellen [72, 73].
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5.3 Die neoadjuvante Radiochemotherapie bewirkt Veranderungen der
mesorektalen Lymphknoten.

Zur Beschreibung der Therapiewirkung auf das Immunsystem wurden
tumorfreie mesorektale Lymphknoten untersucht. Die Befunde wurden bei

vorbehandelten und Kontrollfallen erhoben und miteinander verglichen.

5.3.1 Veranderung der Lymphknotenarchitektur

Es fiel auf, dass bei Studienpatienten signifikant weniger Lymphknoten
prapariert werden konnten. Eine Untersuchung von Wijesuriya et al.
untermauert dieses Ergebnis [58]. Allerdings berichteten die Autoren von
geringeren Absolutwerten: Bei neoadjuvant vorbehandelten Patienten
konnten durchschnittlich nur vier, bei Kontrollpatienten durchschnittlich nur
neun Lymphknoten untersucht werden. Bei den Fallen aus der vorliegenden
Arbeit war die Anzahl der praparierten Lymphknoten — wohl bedingt durch die
Operationstechnik und/oder die akkurate Aufarbeitung des Praparates —
hoher: In der Radiochemotherapie-Gruppe durchschnittlich 14, in der

Kontrollgruppe im Mittel 19 Lymphknoten pro Fall.

Die tumorfreien mesorektalen Lymphknoten von vorbehandelten Patienten
waren signifikant kleiner. Eine Schrumpfung von Lymphknoten durch eine
neoadjuvante Radiochemotherapie ist auch in anderen Arbeiten beschrieben
worden [55, 74]. Bei Wijesuriya et al. zeigte sich flr das Studienkollektiv ein
mittlerer Lymphknotendurchmesser von 5 mm und fur die Kontrollgruppe von
9 mm - ein signifikanter Unterschied [58]. Allerdings wurde in dieser Studie
nicht angegeben, ob flir diese Messungen nur die groten tumorfreien
Lymphknoten bertcksichtigt worden sind. Maoglicherweise ist durch eine
abweichende Methodik der absolute GroRenunterschied zwischen beiden
Patientengruppen groRer als in der vorliegenden Arbeit (hier 5,5 mm vs. 7,0

mm).

Lymphknoten aus der Kontrollgruppe zeigten haufiger eine deutliche
Immunstimulation, sichtbar an Parakortex- und Keimzentrumshyperplasie,

Follikelhyperplasie und Sinushistiozytose. Wahrscheinlich ist dies ein
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morphologisches  Abbild  der lokalen = Tumorimmunantwort  bei
Rektumkarzinompatienten ohne Vorbehandlung [36, 75]. Die Lymphknoten
von Patienten nach neoadjuvanter Radiochemotherapie sahen verglichen mit
Kontrollfallen deutlich anders aus: neben einer Fibrosierung mit veranderter
Lymphknotenarchitektur waren eine deutliche Zelldepletion sowie eine
geringere Follikel- und KeimzentrumsgroRe erkennbar. In einer grof3en
Studie an 1226 Rektumkarzinompatienten aus dem Jahr 1983 hatte dieser
Unterschied in der Lymphknoten-Morphologie prognostische Relevanz:
Zeichen einer geringeren Immunstimulation gingen mit einem schlechteren 5-

und 10-Jahresuberleben einher [75].

5.3.2 Veranderung der Immunzell-Zusammensetzung

Durch die immunhistochemische Anfarbung und Zahlung von
Lymphozytensubtypen in den Lymphknoten wurde versucht, das Ausmal} der
Wirkung der Radiochemotherapie auf das lokoregionale Immunsystem zu

quantifizieren.

Mit Antikbrpern gegen das Membranantigen CD83 wurden selektiv aktivierte
Dendritische Zellen angefarbt. Die Dichte dieser Zellen im perirektalen
Lymphknoten war bei vorbehandelten Patienten signifikant geringer als bei

nicht vorbehandelten Patienten.

Die klinischen Folgen einer geringeren Dichte der Dendritischen Zellen in
tumordrainierenden Lymphknoten wurden fur Patienten mit Rektumkarzinom
bislang nicht untersucht. Bei Patientinnen mit Mammakarzinom zeigte sich
fur Falle mit geringerer Zelldichte im Lymphknoten ein statistischer Trend fur

ein kiirzeres tumorfreies Uberleben [76].

Andere Studien untersuchten die klinische Prognose bei unterschiedlich
starker Infiltration von Dendritischen Zellen ins Tumorbett von
Adenokarzinomen des Rektums oder des Magens und hatten eine ahnliche
Aussage: Eine geringere Dichte von Dendritischen Zellen war mit einem
klrzerem Gesamtuberleben assoziiert [36, 37, 77]. Eine Korrelation zwischen

den Zelldichten in Tumorbett und Lymphknoten ist anzunehmen [36].

Als weitere Zellarten wurden CD4", CD57" und CD8" Zellen untersucht.
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Die Vergleiche zwischen beiden Kollektiven bezlglich der Zelldichten von
CD4" und CD57" Zellen im perirektalen Lymphknoten zeigten jeweils
signifikant  geringere  Werte bei Patienten mit neoadjuvanter
Radiochemotherapie. Fir CD8" Zellen fand sich kein signifikanter

Unterschied.

Die Wirkung einer neoadjuvanten Therapie auf diese drei Zelltypen im
tumordrainierenden Lymphknoten wurde bisher nur in zwei weiteren Studien
beschrieben. Adachi et al. untersuchten eine kleine Patientengruppe: 12
Patienten mit Rektumkarzinom im Stadium | bis Il erhielten zweimal taglich
in der praoperativen Woche 100 mg 5-FU als Suppositorium. Die
Kontrollgruppe bestand aus 11 Patienten ohne Vorbehandlung. Die
Ergebnisse sind spiegelbildlich zu den Werten aus der vorliegenden Arbeit:
Bei Adachi et al. fand sich kein Unterschied in der Zelldichte fir TH- und NK-
Zellen, die Zahl fur CTL war in der 5-FU-Gruppe dagegen signifikant
niedriger [78]. Durch die geringe Fallzahl ist die Aussagekraft eines
Vergleichs mit den Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit jedoch
eingeschrankt. Ferner unterlagen die Lymphknoten aus der Studie einem
anderen neoadjuvanten Therapieregime: 5-FU wurde nicht intravends
appliziert, die Therapiedauer betrug nur eine Woche, die Operation erfolgte
gleich im Anschluss an die Chemotherapie. Dariber hinaus unterlagen die
Immunzellen nicht dem zytotoxischen Einfluss einer Bestrahlung. Des
Weiteren wurden anstelle von CD4" bzw. CD8" Zellen die entsprechenden
Subtypen selektiv angefarbt und ausgewertet: Leu4™ 3a” 8 wurde fur TH
verwendet, Leud™ 3a* 8" fiir Suppressorzellen, Leu4™ 2a* 15 fir CTL, Leu4”
2a’ 15" fir Suppressor-T-Zellen. So wurde nur fiir die CTL, nicht aber fiir die
Suppressor-T-Zellen ein signifikanter Unterschied herausgearbeitet; waren
beide Subtypen zusammen als CD8" Zellen gezahlt worden, hatte der

Unterschied zwischen beiden Patientengruppen geringer sein kdnnen.

Die zweite Studie von Fattarossi et al. verglich auch zwei kleine
Patientengruppen: 19 Patientinnen mit Zervixkarzinom wurden mit einer
Gesamtstrahlendosis von 39,6 Gy neoadjuvant behandelt. An zweimal vier
Tagen wurden 1000 mg/m?/d 5-FU und 20 mg/m?/d Cisplatin appliziert. Die
Operation des Tumors erfolgte vier Wochen nach Therapieende. Der

Vergleich zu 15 Kontrollpatientinnen zeigte ebenfalls ein differentes Ergebnis
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zur vorliegenden Arbeit: CD8" und CD56" NK-Zellen waren bei
vorbehandelten Patientinnen signifikant erhoht, fiir CD4" Zellen fand sich
kein signifikanter Unterschied [79]. Allerdings sind erneut die geringen
Fallzahlen dieser Studie anzumerken. Ferner ist die Zahimethode mit der
Vorgehensweise aus der vorliegenden Arbeit nicht identisch: Fattarossi et al.
stellten aus mehreren tumorfreien Lymphknoten pro Fall eine Zellsuspension
her, um anschlieBend die Zellzdhlung per Durchflusszytometrie
durchzufihren. Dabei erhielten die Autoren die Zellzahl einer bestimmten
Zellart fir den gesamten Lymphknoten, wahrend in der vorliegenden Arbeit
nur die jeweils charakteristische Zone eines Lymphknotens ausgezanhlt

wurde.

Sechs Studien untersuchten die quantitativen Verdnderungen von CD4",
CD8" und NK-Zellen nach neoadjuvanter Therapie im peripheren Blut bei
Patienten mit Rektumkarzinom [80-82] oder mit verschiedenen anderen
Tumorentitdten [83-85]. Die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf die
Zellzahlen im Lymphknoten ist moglich: Fattarossi et al. stellten eine mallige
Parallelitat fest [79]. In jeweils vier der sechs Studien deckte sich das
Ergebnis aus der vorliegenden Arbeit: Abfall der CD4" und NK-Zellen, gleich
bleibende Zahl der CD8* Zellen nach der Vorbehandlung. Differente
Ergebnisse kdnnten ebenfalls auf geringe Patientenzahlen (zwischen 8 und
30 Patienten) sowie auf unterschiedliche neoadjuvante

Behandlungsprotokolle zurickzuflhren sein.

Welche tumorbiologischen bzw. tumorimmunologischen Implikationen
ergeben sich aus den Befunden einer Suppression von Dendritischen, CD4"
und NK-Zellen im tumordrainierenden Lymphknoten im Gegensatz zu
stabilen Werten fiir CD8" Zellen?

1. Die Aktivierungskaskaden des Immunsystems werden durch Zytokine und
Zell-Zell-Interaktionen gesteuert. Es ist anzunehmen, dass diese Ablaufe

durch eine neoadjuvante Radiochemotherapie erheblich beeinflusst



Diskussion 46

werden. Aufgrund absoluter und relativer Verschiebungen innerhalb der
Immunzellsubpopulationen im Lymphknoten konnte das biochemische
Mikromilieu verdndert und der Aufbau einer Tumorimmunantwort gestort

sein:

Dendritische Zellen benétigen fur ihre Reifung die Hilfe von
antigenspezifischen CD4" THL [86]. Diese Zell-Zell-Interaktion bewirkt die
Aktivierung und sichert das Uberleben der Dendritischen Zellen [87].
Wenn diese sog. inflammatorischen Stimuli fehlen, bleiben Dendritische
Zellen nach Aufnahme von Tumorantigen inaktiv [88, 89]; folglich wird der
Aktivierungspfad fur tumorantigenspezifische CTL aufgrund fehlender
Stimulierung von Dendritischen Zellen unterbrochen. Eine Reduktion der
CD4" THL nach neoadjuvanter Radiochemotherapie kdnnte also eine
funktionelle Schwachung der Dendritischen Zellen (und in der Folge auch
der CTL) nach sich ziehen. Die quantitativen Veranderungen nach einer
neoadjuvanten Therapie konnten sich somit auch qualitativ auswirken und
die ,Feinabstimmung“ zwischen Dendritischen Zellen und CD4" THL
beeinflussen. Dieses gestorte Zusammenspiel hatte eine Schwachung
der Jlokalen Tumorimmunantwort und eine Immuntoleranz gegenlber

Tumorantigen zur Folge [90].

. Dendritische Zellen konnen eine NK-Zell-vermittelte Tumorimmunabwehr
initiieren. Der Aktivierungspfad beginnt mit der Aufnahme von
Tumorantigen durch Dendritische Zellen und anschlieRender Prasentation
fir CD4" THL. Die darauf folgende IL-2 Sekretion durch CD4" THL
bewirkt eine NK-Zellaktivierung. Nach (experimenteller) CD4" THL-
depletion bleibt die NK-Zellantwort aus [91]. Daraus lasst sich schliel3en,
dass eine NK-Zell-vermittelte Tumorimmunabwehr nach neoadjuvanter
Radiochemotherapie nicht nur direkt aufgrund einer NK-Zelldepletion,
sondern auch indirekt durch eine Reduzierung der Dendritischen Zellen
und CD4" THL geschwéacht wird.

. NK-Zellzahl und -Toxizitat korrelierten bei Balch et al. eng miteinander:

Der Autor beschrieb einen ,exzellenten positiven Zusammenhang®
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zwischen dem NK-Zell-Titer und der NK-Zell-Aktivitat gegen Testzielzellen
[92]. Demnach lieRe sich aus der Reduzierung der NK-Zellen nach
neoadjuvanter Radiochemotherapie eine Verminderung der Zellfunktion
ableiten. Die Therapie hatte somit eine quantitative und qualitative
Alteration der NK-Zellen [93, 94] bewirkt.

Fir T-Zellen wurde ein Funktionsverlust durch neoadjuvante

Radiochemotherapie explizit nachgewiesen [95].

. Die Verringerung der jeweiligen Zelltypen bleibt wahrscheinlich nicht auf
die Verhaltnisse im lokoregionalen Lymphknoten beschrankt. Vielmehr ist
wegen der systemischen Wirkung der Chemotherapeutika eine
Reduzierung der jeweiligen Zell-Pools im Gesamtorganismus zu
erwarten. Ferner ist, wie bereits oben erwahnt, die Ubertragung der
Ergebnisse einer Zellverminderung nach neoadjuvanter
Radiochemotherapie in den Lymphknoten auf die Situation im peripheren
Blut plausibel [79].

Eine systemische Reduktion der CD4" und NK-Zellen bliebe nicht ohne
Folgen fur die Tumorimmunantwort, denn diese Zellen vermitteln eine
Abwehr von Tumormetastasen [35 ,96]. Dies konnte eine Erklarung fur
die fehlende Wirkung einer neoadjuvanten Radiochemotherapie auf die
Metastasierungsrate sein und eine mogliche Begrindung fur die

,Systemische Therapiellcke® (s. Einleitung S. 4) bieten.

. Die CD8" Zellen wurden durch die neoadjuvante Radiochemotherapie
nicht signifikant reduziert. Demnach hat der relative Anteil dieser
Lymphozyten gemessen am Gesamtgehalt aller Immunzellen im
Lymphknoten unter der  neoadjuvanten Radiochemotherapie
zugenommen. Dies ist allerdings nicht gleichbedeutend mit einer
Prognoseverbesserung bei hoheren CD8"-Zellzahlen: dieser Nutzten ist

nur fur absolute Unterschiede in der Zellzahl belegt [97-100].
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6. Die Initiierung einer Immunantwort durch CD8" CTL wird durch Zell-Zell-
Interaktionen gesteuert und ist von der Zusammensetzung der
umgebenden Zellpopulation abhangig. Eine Aktivierung setzt die Bildung
eines sog. terniaren Clusters zwischen antigenprasentierender
Dendritischer, CD4" und CD8" Zelle voraus [101]. Durch die
verschobenen Relationen nach neoadjuvanter Radiochemotherapie
verkleinert sich das Verhaltnis Dendritischer zu CD8" Zellen. Fir die
Aktivierung von CD8" Zellen stehen absolut und relativ weniger
Dendritische Zellen zur Verfigung. In dieser Situation entsteht eine
JKonkurrenz“ um die verbliebenen Dendritischen Zellen [102]: Die CD8"
Zellen  behindern  sich  gegenseitg am  Zugang zu der
antigenprasentierenden Zelle. Die Limitierung von Zytokinen im Rahmen
der Zell-Zell-Interaktion verstarken diese Hemmmechanismen [103]. D.h.,
es resultiert eine Schwachung der CTL-Immunantwort aufgrund einer

Reduzierung der Dendritischen Zellen.

Eine alternative CTL-Aktivierung ist NK-Zell-vermittelt und CD4"-Zell-
unabhangig. Bei diesem Weg werden NK-Zellen durch Dendritische
Zellen zur Sekretion von INF-y stimuliert; dies bewirkt eine IL-12-Sekretion
durch die Dendritischen Zellen, was abschlieRend eine CTL-
Effektorantwort gegen Tumorantigene auslost. Diese Aktivierungskaskade
wurde von Adam et al. experimentell untersucht: Nach NK-Zelldepletion

war dieser Aktivierungspfad vollstandig unterbrochen [104].

Die Reduzierung der Dendritischen und NK-Zellen nach neoadjuvanter
Radiochemotherapie beeinflusst somit auch die CTL-Funktion. Dies fuhrt
zu der Annahme, dass durch die Vorbehandlung die Aktivierungswege fur
CTL unterbrochen und die Ilokoregionale Tumorimmunantwort

beeintrachtigt werden.

7. Das relative Uberwiegen der CD8" Zellen kdnnte einen relativen Anstieg
einer CD8"-Subpopulation mit sich bringen: Suppressorzellen (CD8"
CD28"). Diese Zellen stammen von CD8" CD28" CTL ab; unter dem
Einfluss von Zytokinen verlieren sie die CD28-Expression und ihre

zytotoxischen Eigenschaften [105-107]. CD8" CD28  Suppressorzellen
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sind antigenspezifisch [108] und wirken indirekt immunsuppressiv: Sie
verandern Dendritische Zellen in der Weise, dass THL und CTL nach
Antigenprasentation nicht mehr aktiviert werden [109, 110]. CD8" CD28"
Suppressorzellen bewirken also via Dendritische Zellen eine
antigenspezifische Immuntoleranz. Im Rahmen einer Immunantwort
gegen Tumorantigen kénnte ein relatives Uberwiegen dieser Zellen - wie
bei Zustand nach neoadjuvanter Radiochemotherapie - die Balance
zwischen Aktivierung und Suppression der Tumorimmunabwehr
verschieben und eine immunologische Tumortoleranz induzieren. Die

Entstehung von Tumormetastasen konnte begunstigt werden [111].

Eine hohe CD8" Zelldichte per se scheint aber nicht mit einem hdheren
Metastasierungsrisiko assoziiert zu sein. Im Gegenteil: Prall et al., die
diesen Zusammenhang bei 152 Stadium lll-Patienten (ohne
Vorbehandlung) untersuchten, zeigten, dass eine hohe intratumorale
CD8"-Infiltration mit einer signifikant geringeren Metastasierungsrate und

besserem Gesamtiberleben einherging [100].

8. Bei der Interpretation einer gleich bleibenden CD8'-Zellzahl bei
gleichzeitig abfallenden Werten fiir Dendritische, CD4" und NK-Zellen
nach der neoadjuvanten Radiochemotherapie muss auch ein B-Fehler bei
der Bestimmung der CD8"-Zellzahl diskutiert werden. Konnte ein
Unterschied zwischen beiden Fallgruppen nur aufgrund eines zu geringen
Stichprobenumfangs nicht statistisch abgesichert werden? In einer
groRen  Studie mit 1304 Patienten  (nahezu  zehnfacher
Stichprobenumfang im Vergleich zu dieser Arbeit) konnte eine
Reduzierung von tumorinfiltrierenden CD4" und CD8" sowie NK-Zellen

nach neoadjuvanter Kurzzeitbestrahlung nachgewiesen werden [112].

5.3.3 Risikostratifizierung

Durch eine neoadjuvante Radiochemotherapie bei Patienten mit
Rektumkarzinom wird nicht nur der Tumor, sondern auch das Immunsystem

geschadigt. Die Immunsuppression betrifft vier Ebenen: Uber eine direkte
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Zellschadigung (i) kommt es zu einer absoluten und relativen Verminderung
von regulatorischen und Effektorzellen sowie antigenprasentierenden Zellen.
Diese Zellen unterliegen auch einer indirekten Immunsuppression (ii);
aufgrund funktioneller Abhangigkeit sind die Aktivierungskaskaden der
Immunzellen gestort. Ein relatives Uberwiegen von Suppressorzellen kénnte
diese indirekte Immunsuppression verstarken. Die Arbeit untersuchte die
Auswirkungen einer neoadjuvanten Radiochemotherapie auf Immunzellen in
perirektalen  Lymphknoten, also Elementen des lokoregionalen
Immunsystems (iii). Aufgrund der zirkulierenden Eigenschaften der Zellen
und der systemischen Wirkung der Chemotherapeutika lassen sich die
Ergebnisse auf die Immunlage des Gesamtorganismus (iv) Ubertragen. Die
Folge ist eine Schwachung der systemischen Tumorkontrolle mit Gefahr

einer Fernmetastasierung nach kurativer Operation.

Dennoch, die Erfolge, die in den letzten Jahren durch neue
Therapieverfahren bei der Behandlung des Rektumkarzinoms erzielt wurden,
sind sehr ermutigend. Es bleibt unbestritten, dass durch eine neoadjuvante
Radiochemotherapie die Lokalrezidivrate — trotz Immunsuppression durch
Reduktion von Immunzellen — gegenuber der alleinigen Tumorresektion

gesenkt wurde.

Mdglicherweise gibt es Patienten, die mehr als andere von einer
neoadjuvanten Radiochemotherapie profitieren bzw. bei denen durch die
Vorbehandlung eine Prognoseverbesserung erzielt werden kann. Bei dieser
Patientengruppe musste der Nutzen einer neoadjuvanten
Radiochemotherapie die unerwinschten Therapiewirkungen uberwiegen.
Dies ware bei Patienten der Fall, die primar eine schwache oder fehlende
Tumorimmunabwehr besitzen. In diesen Fallen wirde eine neoadjuvante
Radiochemotherapie die ohnehin insuffiziente Tumorimmunabwehr kaum
weiter verschlechtern. Die Fernmetastasierungsrate ware sowohl mit als
auch ohne neoadjuvanter Radiochemotherapie hoch. Diese Patienten
profitierten aber dennoch von einer Tumorregression und damit verbundener

Senkung der Lokalrezidivrate durch die Vorbehandlung.

Patienten mit einer primar starken Tumorimmunabwehr haben hingegen

einen korpereigenen (relativen) Schutz vor Fernmetastasen. Dieser
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,naturliche“ Prognosevorteil ware nach Zerstorung der Immunabwehr durch
eine neoadjuvante Radiochemotherapie aufgebraucht. Obwohl bei diesen
Patienten gleichermalRen eine Verbesserung der lokalen Tumorkontrolle
durch die Vorbehandlung erzielt werden wirde, ist der Netto-Effekt aufgrund

einer relativen Verschlechterung der Fernmetastasierungsrate u. U. gering.

Es ware also sinnvoll, die individuelle Gute der Tumorimmunabwehr bei der
Indikationsstellung fur eine neoadjuvante Radiochemotherapie zu
bertcksichtigen. Bei Patienten mit starker Immunlage gegen Tumorzellen
sollten Risiko und Nutzen einer Vorbehandlung besonders sorgfaltig
gegeneinander abgewogen werden. In Studien mussten geeignete
sindikatoren“ gefunden werden, die die Einschatzung der Starke einer
Tumorimmunabwehr erlauben. Als Orientierung konnte die quantitative
Bestimmung von CD4*, CD8", Dendritischen und NK-Zellen im peripheren
Blut, z.B. per Durchflusszytometrie, dienen. Weiterfuhrende qualitative Tests

mussten die Antigenspezifitdt gegen Tumorzellen klaren.

5.3.4 Ausblick

Nach  neoadjuvanter = Radiochemotherapie ist als  mittelfristiger
Behandlungserfolg eine gute lokale Tumorkontrolle erzielt worden; die
Prognose flr das Gesamtliberleben bleibt jedoch aufgrund einer hohen
Metastasierungsrate eingeschrankt [30, 113]. Eine Verkleinerung dieser
,Systemischen Therapielicke® konnte Uber zwei Wege erreicht werden: Zum
einen konnte durch eine Intensivierung der neoadjuvanten Therapie ein
grollerer Anteil der Mikrometastasen abgetotet werden. Ob dies moderne
Chemotherapeutika wie Oxaliplatin [114, 115], Cetuximab [116, 117] und
Bevacizumab [118, 119] leisten konnen, wird in multizentrischen Phase IllI-
Studien erforscht. Zum anderen konnte durch eine Stimulation der
Tumorimmunabwehr einer Metastasierung entgegen gewirkt werden.
Innovative Immuntherapien mit GM-CSF [120] oder Vakzinierungen mit CEA-
assozierten Proteinen [121] oder den spezifischen Antikorpern 105AD7 [122]
und Ep-CAM [123] sowie Immunmodulatoren [124] versuchen, das
spezifische und unspezifische Immunsystem zu aktivieren und sollen den

Aufbau einer Tumorimmunabwehr unterstiitzen.
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6 Zusammenfassung

Bei Patienten mit Rektumkarzinom im Stadium Il und Il ist eine neoadjuvante
Radiochemotherapie indiziert. Dadurch konnte die Lokalrezidiv- — nicht aber
die Metastasierungsrate — gegenuber der alleinigen Tumorresektion gesenkt

werden.

Nach neoadjuvanter Radiochemotherapie (50,4 Gy mit drei alternativen
Chemotherapieprotokollen auf 5-FU- oder Capecitabin-Basis) wurde bei 75
Fallen die Therapiewirkung auf den Tumor anhand der HE-Schnittpraparate
histopathologisch untersucht und gemall der GR-Klassifikation in funf
Gruppen eingeteilt. GR 4 entsprach einer Totalremission. Bei GR 3 waren
lediglich mikrofokale vitale Tumorverbande nachweisbar. Bei GR 2 iberwog
der regressive Anteil Uber residualem Tumorgewebe. Fir GR 1 galt: mehr
Tumor als Regression. Bei GR 0 waren histologisch kaum Zeichen einer
Tumorregression erkennbar. Die Einteilungskriterien wurden erganzt und die
Auswirkungen auf die Objektivitat in einer Interobserverstudie Uberprift.
Gewebsareale mit lockerer kollagener Matrix, resorptiven Zellinfiltraten und
aktivierten Fibroblasten wurden als sog. Tumornarbe definiert. Sie
kennzeichnete jene Areale, die vor der neoadjuvanten Therapie
tumorinfiltriert waren. Tumorfreie Lymphknoten von 75 Studien- und 58
Kontrollfallen wurden hinsichtlich folgender Parameter verglichen: (1) Grolze
und (2) Dichte von CD83" Dendritischen Zellen, CD4" T-Helfer-Zellen, CD8"
T-Zellen und CD57" NK-Zellen.

33% der Studienpatienten zeigten eine mittlere Therapieantwort (GR 2). In
Richtung starkere (GR 3 und 4) bzw. schwachere Response (GR 0 und 1)
nahmen die Gruppenstarken ab. In einer Interobserverstudie ergab sich eine
hohe Ubereinstimmung zwischen beiden Untersuchern (k=0,94). Patienten,
die mit Capecitabin behandelt worden waren, zeigten eine hdhere
Ansprechrate als Patienten, die 5-FU erhalten hatten (Trend, p=0,073). Bei
16% der neoadjuvant behandelten Patienten lieR sich ein primares UICC-

Stadium | rekonstruieren.
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Im Vergleich fanden sich bei vorbehandelten Patienten signifikant kleinere
Lymphknoten (p<0,001) sowie eine signifikant geringere Dichte von CD83",
CD4" und CD57" Zellen (jeweils p<0,001). Der Unterschied in der Zelldichte
von CD8" Zellen war nicht signifikant (p=0,379).

Rektumkarzinome sprechen gut auf eine neoadjuvante Radiochemotherapie
an. Durch die GR-Klassifikation lie sich das Tumoransprechen nach
funfwochiger Vorbehandlung reproduzierbar beschreiben. Die Ansprechraten
lagen in der GroRenordnung publizierter Studien, die Ergebnisse von
anderen Autoren variieren jedoch je nach Aggressivitat der Therapieregime.
Durch Erganzung der GR-Klassifikation um eindeutige Parameter konnte die
Objektivitat dieser Einteilung verbessert werden. Die Beurteilung der
Tumornarbe erwies sich als unkompliziert anwendbare Methode zur
Rekonstruktion des primaren UICC-Stadiums. 16% der Studienpatienten

wurden vermutlich Ubertherapiert.

Die Therapie Dbewirkte eine Depletion von Immunzellen der
Tumorimmunabwehr.  Eine mehrdimensionale  Schadigung  der
Tumorimmunabwehr kdnnte einen Erklarungsansatz flr die unzureichende
Wirkung einer neoadjuvanten Radiochemotherapie auf die
Metastasierungsrate bieten. Es wird angenommen, dass bei einigen
Patienten mit primar guter Tumorimmunabwehr, dieser naturliche (relative)
Schutz  vor einer Metastasierung durch eine  neoadjuvante
Radiochemotherapie aufgebraucht und dadurch der Netto-Nutzen der

Vorbehandlung geschmalert  wird.

Neue Therapieansatze bei der Behandlung des Rektumkarzinoms sollten
eine Senkung der Metastasierungsrate zum Ziel haben. Dies konnte durch
weniger immunsuppressive Therapieregime erreicht werden. Eine
Risikostratifizierung bei der Indikationsstellung zur neoadjuvanten
Radiochemotherapie und eine Individualisierung der Behandlungsprotokolle

konnten den Gesamtnutzen dieser Behandlung erhdhen.
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8 Thesen
1. Bei Patienten mit Rektumkarzinom im UICC-Stadium |l und Il ist eine

neoadjuvante Radiochemotherapie indiziert. Bei 75 Fallen wurde das
Tumoransprechen auf diese Vorbehandlung (50,4 Gy mit drei alternativen
Chemotherapieprotokollen  auf  5-FU-  oder  Capecitabin-Basis)  nach
histopathologischen Kriterien gemaRl der Grade of regression (GR)-Klassifikation
eingeteilt. Das Spektrum reichte von GR 4 — hier war kein vitales Tumorgewebe

mehr nachweisbar — bis GR 0 — hier fehlten Anzeichen einer Tumorregression.

2. Ein Drittel der untersuchten Falle zeigte ein mittleres Ansprechen (GR 2). In
Richtung starkere (GR 3 und 4) bzw. schwachere Responseraten (GR 0 und 1)

nahmen die Haufigkeiten ab.

3. Patienten, die mit Capecitabin therapiert wurden, zeigten starkere Ansprechraten
als Patienten, die 5-FU erhalten hatten (Trend, p=0,073). Der Vergleich mit
publizierten Ergebnissen zeigte ebenfalls, dass die Ansprechraten je nach

Intensitat des Behandlungsregimes variieren kdnnen.

4. Durch die Anwendung neuer, eindeutiger Zuordnungskriterien, die fir die Gruppen
GR 2 und 3 herausgearbeitet wurden, konnte die Reproduzierbarkeit der GR-

Klassifikation verbessert werden.

5. Studien haben einen positiven Zusammenhang zwischen der Ansprechrate nach
neoadjuvanter intensivierter = Radiochemotherapie und der  Prognose
herausgearbeitet. Die Bestimmung des Regressionsgrades konnte helfen,
Patienten zu identifizieren, die ein erhdhtes Tumorrezidivrisiko haben. Damit
konnte eine differenzierte Entscheidung fiir eine zusatzliche adjuvante Therapie

getroffen werden.

6. Die Beurteilung der Ausdehnung einer sog. Tumornarbe war ein geeignetes Mittel,
um das pratherapeutische Tumorstadium zu rekonstruieren und die Indikation zur
neoadjuvanten Radiochemotherapie im Nachhinein zu prifen: bei 16% der
Patienten war demnach eine Vorbehandlung nicht indiziert gewesen (primar UICC-
Stadium I).
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10.

1.

12.

Dieses Ergebnis sollte bei der Interpretation von Studienergebnissen berlcksichtigt
werden: Das Downstaging nach neoadjuvanter Therapie ware demnach in ca. 16%
der Falle ein falsch-positives Ergebnis und wurde wahrscheinlich durch ein
Overstaging in der pratherapeutischen Bildgebung hervorgerufen. Durch
Verbesserung in der praoperativen Bildgebung lieRe sich die Indikation fiir eine

neoadjuvante Therapie genauer stellen.

Die tumorfreien mesorektalen Lymphknoten von 75 Studien- und 58
Kontrollpatienten (ohne Vorbehandlung) unterschieden sich signifikant: Bei
Radiochemotherapie-Fallen waren sie wesentlich kleiner (p<0,001) und wiesen
eine deutliche Verringerung von CD4" T-Zellen (p<0,001), CD83" Dendritischen
Zellen (p<0,001) und CD57" NK-Zellen (p<0,001) auf. Diese Zelltypen vermitteln
regulatorische und Effektorfunktionen bei einer Tumorimmunantwort. Eine
Verringerung konnte die Abwehr gegen disseminierte Tumorzellen schwachen:
Vermutlich wird eine Metastasierung durch die Immunsuppression nach

neoadjuvanter Radiochemotherapie begtnstigt.

Fir die Zelldichte von CD8" Zellen fand sich kein signifikanter Unterschied
(p=0,379). Das mdgliche relative Uberwiegen eines CD8'-Subzelltyps mit
Suppressorfunktion  kénnte die Immunsuppression nach neoadjuvanter
Radiochemotherapie weiter verstarken und die Gefahr fir eine Metastasierung

indirekt erhohen.

Durch relative und absolute Verschiebungen der Immunzelltypen ist anzunehmen,
dass durch die Vorbehandlung die Aktivierungspfade im immunologischen

Netzwerk der Tumorimmunabwehr beeintrachtigt werden.

Die Qualitat einer patienteneigenen Tumorimmunabwehr sollte eventuell bei der
Indikationsstellung flir eine neoadjuvante Radiochemotherapie bericksichtigt
werden. Bei primar starker Immunlage wirde eine Vorbehandlung den
immunologischen (relativen) Schutz vor einer Fernmetastasierung mdéglicherweise
schwachen. Damit ware trotz einer verbesserten lokalen Tumorkontrolle durch die
neoadjuvante Therapie der Netto-Effekt U. u. geringer als bei Patienten mit primar

ohnehin schwacher Immunlage.

Die  Entwicklung neuer Therapiekonzepte muss die Senkung der
Metastasierungsrate zum Ziel haben. Neue Chemotherapeutika missen hdhere
Wirkung gegenluber  disseminierten Tumorzellen aufweisen. Durch

Immunmodulatoren kann versucht werden, die Tumorimmunabwehr zu stimulieren.
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