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Abstract VIl

Abstract

Deutsch

ZIEL: Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Rolle des Tumor Budding nach neoad-
juvanter Radiochemotherapie bei Patienten mit Rektumkarzinom zu klaren. Um Ruck-
schlisse auf die Unterschiede zwischen der qualitativen Budding-Auswertung nach Hase
und der quantitativen Budding-Auswertung nach Ueno zu ziehen, wurde ein und dieselbe
Patientenkohorte auf beide Arten ausgewertet und die Ergebnisse miteinander vergli-

chen. Ferner sollte die Rolle der Immunhistochemie (IHC) beleuchtet werden.

METHODEN: Die Analyse umfasste die Daten von 124 Patienten mit neoadjuvant thera-
piertem Rektumkarzinom in den Stadien | bis 1V, die zwischen 2002 und 2011 operiert
worden waren. In den Resektaten wurden Budding und weitere klinisch-pathologische
Parameter untersucht. Budding wurde je Auswertungsmethode sowohl in der Farbung
mit Hamatoxylin&Eosin (H&E) als auch mit dem Anti-Zytokeratin-Antikorper AE1/AE3

ausgewertet.

ERGEBNISSE: Im H&E waren nach der Methode von Hase 38,8% (n = 40) der Patienten
budding-positiv, nach der Methode von Ueno 36,9% (n = 38). Fur die Auswertung des
Budding nach der Farbung mit dem Antikdrper AE1/AE3 zeigte sich fur beide Methoden
eine Budding-Rate von 55,6% (n = 55). Unabh&ngig von der Methode oder der Farbung
korrelierte Budding mit einem héheren ypT- und ypN-Status, einer geringeren Response
gemessen anhand des Regressionsgrades nach Dworak und mit einem schlechteren
Outcome im Follow-up wie dem Rezidiv oder dem Tod (p<0,05 jeweils). Im multivariaten
Cox-Regressions-Modell blieb Budding als einziger Parameter fir das Gesamtuberleben
signifikant und Ubertraf damit sogar die ypT- und ypN-Klassifikation (Budding ausgewer-
tet nach Hase im H&E: Hazard-Ratio (HR) 3,06 im 95%-Konfidenzintervall (95%-ClI)
1,26-7,41, p=0,013 und in der IHC: HR 4,08, 95%-Cl 1,30-12,78, p=0,016; Budding aus-
gewertet nach Ueno im H&E: HR 2,72, 95%-CI 1,15-6,44, p=0,023 und in der IHC: HR
5,19, 95%-ClI 1,62-16,61, p=0,006).

SCHLUSSFOLGERUNG: Budding ist ein starker prognostischer Faktor fiir das Uberle-
ben von Rektumkarzinom-Patienten nach neoadjuvanter Therapie. Beide Methoden sind
in etwa gleich gut geeignet, um Budding auszuwerten und Patienten in prognostisch re-

levante Gruppen einzuteilen. Um eine Standardisierung zu erreichen, ist es dennoch
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empfehlenswert, zu einem Konsens beztiglich der besten Methode der Budding-Auswer-
tung nach neoadjuvanter Therapie zu kommen. Die IHC tragt dazu bei, die prognostische

Aussagekraft zu verbessern und sollte in komplizierten Fallen herangezogen werden.

Englisch

AIM: The aim of this study was to clarify the role of tumor budding in rectal cancer after
preoperative chemoradiotherapy. In order to draw conclusions about the differences be-
tween the qualitative budding evaluation according to Hase and the quantitative budding
evaluation according to Ueno, the same patient cohort was evaluated in both ways and

the results were compared. Furthermore, the role of immunohistochemistry (IHC) will be
highlighted.

METHODS: A total of 124 patients with rectal cancer treated with neoadjuvant chemora-
diotherapy between 2002 and 2011 followed by surgery were included. All surgical spec-
imens were evaluated for budding and other clinic-pathological features. Budding was
evaluated on both haematoxylin and eosin (H&E) and immunhistochemical (IHC) stained

slides with an anti-human cytokeratin antibody AE1/AE3.

RESULTS: In the H&E-stained slides a budding rate of 38.8% (n = 40) for the Hase’s
method and of 36.9% (n = 38) for Ueno’s method were observed. For IHC a budding rate
of 55.6% (n = 55) was assessed for both methods. Irrespective of the method or staining
used for the evaluation, budding was significantly associated with a higher ypT and ypN
status, a lower response according to Dworak’s tumor regression grading system and
with a worse outcome in follow-up like recurrence or death (p<0.05 each). In multivariate
analyses, budding remained the only significant parameter for overall survival and was
even superior to the ypT and ypN status (budding evaluated with Hase’s method on H&E:
hazard ratio (HR) 3.06, 95%-confidence interval (95%-Cl) 1.26-7.41, p=0.013; on IHC:
HR 4.08, 95%-Cl 1.30-12.78, p=0.016; with Ueno’s method on H&E: HR 2.72, 95%-CI
1.15-6.44, p=0.023; on IHC: HR 5.19, 95%-CI 1.62-16.61, p=0.006).

CONCLUSION: Budding is a strong prognostic factor of survival in rectal cancer patients
after neoadjuvant therapy. Both methods are equally well suited to evaluate budding and
to divide patients into prognostically relevant groups. In order to achieve a standardiza-
tion, it is nevertheless recommended to reach a consensus on the best method for the
evaluation of budding after neoadjuvant therapy. Immunostaining helps to improve the
prognostic significance and can be used in difficult cases.
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1 Einleitung

Seit der Einfihrung der praoperativen Radiotherapie und simultanen Chemotherapie
konnte das lokale Rezidivrisiko des Rektumkarzinoms gesenkt und sphinktererhaltende
Operationen begunstigt werden [1,2]. Deshalb wird in Deutschland nach Empfehlungen
der S3-Leitlinie zum kolorektalen Karzinom flachendeckend eine praoperative Radio-
chemo- oder Radiotherapie bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom
appliziert [3]. Folglich kam es nach dieser intensiven Therapie, die sich aus einer ortlichen
Bestrahlung des Tumors und einer simultanen Chemotherapie zusammensetzte, zu einer
veranderten Morphologie des urspringlichen Tumors, was dessen Beurteilung in der
Routinediagnostik erschwert hatte. Goldstandard in der histologischen Diagnostik des
Rektumkarzinoms ist bis heute das Tumor-Nodes-Metastasis-System (TNM), welches in
der Lage ist, Patienten in Risikogruppen beztglich der Prognose und zur weiteren The-
rapieplanung einzuteilen. Weiterhin ist das Regressionsgrading, also das Verhaltnis des
Tumors zum vernarbten Gewebe, ein wichtiger Bestandteil des pathologisch-anatomi-
schen Protokolls zum vorbehandelten Tumor geworden und im Gegensatz dazu das Tu-
morgrading, also der Anteil des Tumors, der driisenartige Strukturen ausbildet, aufgrund
neuartiger Veradnderungen der Tumor-Morphologie nach multi-modaler Therapie eher be-
zuglich der Prognoseabschatzung in den Hintergrund gertickt. Daneben gibt es immer
noch eine Reihe weiterer morphologischer Faktoren, deren Rolle beim neoadjuvant the-
rapierten Tumor geklart werden misste, da diese moglicherweise zur TNM-Klassifikation
und zum Regressionsgrading eine gute Erganzung bieten wirden. Das Tumor Budding
(engl. = Knospung) spielt hierbei eine besonders groRe Rolle. Bis vor kurzem gab es noch
keine vereinheitlichte Definition des Budding fur das unbehandelte Rektumkarzinom.
Dennoch interessierten sich viele Forscher fur das Thema und schlugen verschiedene
Ideen vor, wie Budding ausgewertet werden sollte. Denn unabhéngig von der Art der
Auswertung konnte beim Vorhandensein von Tumor Budding eine fir den Patienten eher
ungunstige Prognose beobachtet werden. Da es nur wenige Arbeiten zum Budding nach
neoadjuvanter Therapie gab, lag das Augenmerk dieser Arbeit auf dem Phanomen des
Tumor Budding und der besonderen Morphologie des Rektumkarzinoms nach neoad-
juvanter Therapie.

Aufgrund einer noch fehlenden etablierten Methode der Budding-Auswertung beim neo-
adjuvant therapierten Karzinom, werden in dieser Arbeit zwei verschiedene Methoden in

jeweils zwei verschiedenen Farbungen betrachtet. Das Ziel der Arbeit soll es sein, die
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Rolle des Tumor Budding zu klaren mit der Frage, ob Budding in der Lage ist, auch nach
neoadjuvanter Therapie einen mdglichen Ruckschluss zur Prognose der Patienten zu

liefern.

1.1 Kurzer anatomischer Uberblick iiber das Rektum

Das Rektum, auf Deutsch Mastdarm genannt, gehort zum letzten Abschnitt des Dick-
darms und ist extraperitoneal gelegen. Es schliel3t sich dem Colon sigmoideum an und
beginnt dort, wo die Arteria (A.) rectalis superior die Blutversorgung tbernimmt, was un-
gefahr auf Hohe des zweiten Sakralwirbels geschieht [4]. Insgesamt ist es ca. 12-14 cm
lang und erstreckt sich bis zur Linea dentata, ab der dann der Analkanal beginnt, welcher
ca. 4cm lang ist und entwicklungsgeschichtlich nicht zum Rektum gehdort. Obwohl so kurz,
wird das Rektum Uber drei rektale Arterien versorgt, wobei das mittlere der drei Gefal3e
nur bei ca. 10% der Menschen angelegt ist [5]. Wahrend das obere Rektumdrittel von der
A. rectalis superior, dem Endast der A. mesenterica inferior, versorgt wird, erfolgt die
Blutzufuhr zum mittleren Rektumdrittel Uber die A. rectalis media aus der A. iliaca interna
und zum unteren Drittel aus der A. rectalis inferior, die einen Ast der A. pudenda interna
darstellt [4]. Der vendse Abfluss wird Uber die gleichnamigen Rektalvenen sichergestellt
und ist fir den Metastasierungsweg von grof3er Bedeutung. Das vendse Blut aus der
Vena (V.) rectalis superior, und damit der oberen Rektumanteile, fliel3t in den Pfortader-
kreislauf, was im Falle eines Karzinoms zu Lebermetastasen fuhren kann. Die unteren
Abschnitte des Rektums werden von der V. rectalis mediae und der V. rectalis inferior
drainiert, die beide Uber die V. iliaca interna in die V. cava inferior minden. Von hier
gelangt das venése Blut in den Lungenkreislauf, was bei einem in diesen Bereichen an-
sassigen Tumor mit vergleichsweise erhéhter Wahrscheinlichkeit zu Lungenmetastasen
fuhren kann.

Histologisch ahnelt die Rektumschleimhaut der tGbrigen Schleimhaut des Dickdarms, mit
Ausnahme der etwas vermehrt vorkommenden lymphatischen Follikel [4]. Ein Schnitt
durch das Rektum ergibt von innen nach auf3en betrachtet folgenden Wandaufbau: Tu-
nica mucosa, Tela submucosa, Tunica muscularis und Tunica adventitia. Die Mukosa
besteht aus einem einschichtigen Zylinderepithel, in welchem nicht nur Enterozyten mit
Mikrovillibesatz und schleimproduzierende Becherzellen zu finden sind, sondern auch

einzelne verstreute endokrine Zellen und intraepitheliale Lymphozyten [6].
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1.2 Das Rektumkarzinom

1.2.1 Definition und histologische Einteilung

Das Rektumkarzinom bildet sich im Rektum und wird unter dem Begriff des kolorektalen
Karzinoms zusammengefasst. Mehr als 90% dieser Karzinome entwickeln sich aus den
schleimbildenden Driisen der Mukosa und werden daher als Adenokarzinome bezeichnet
[7]. Zu den Varianten der kolorektalen Adenokarzinome gehdren unter anderem die mu-
zindsen Adenokarzinome, welche zu mehr als 50% aus Muzin bestehen, die Siegelring-
zellkarzinome und die medullaren Karzinome. AuRerst selten kommen Plattenepithelkar-
zinome, adenosquamdse Karzinome, undifferenzierte Karzinome sowie Karzinoide und

maligne Lymphome im Rektum vor.

1.2.2 Epidemiologie

In den deutschen Krebsregistern werden alle Karzinome von Dickdarm und Analregion
gemeinsam ausgewertet. So erkranken hierzulande jahrlich ca. 58.000 Menschen am
Darmkrebs [8]. Bei den Krebsneuerkrankungen steht das kolorektale Karzinom der Frau
in Deutschland an zweiter Stelle (nach dem Mammakarzinom) mit insgesamt ca. 24.100
neu aufgetretenen Fallen fur das Jahr 2020 [8]. Fur den Mann werden ca. 31.300 neue
Krankheitsfélle fir das Jahr 2020 geschatzt, was das kolorektale Karzinom an die dritte
Stelle (nach dem Prostata- und Lungenkarzinom) der Krebsneuerkrankungen des Man-
nes bringt [8]. Diese Zahlen beruhen noch auf Prognosen des Robert-Koch-Instituts und
sind in der aktuellen Broschure ,Krebs in Deutschland 2015/2016“ veroéffentlicht. Die In-
zidenz und die Mortalitat sind rticklaufig. Trotz der abnehmenden Mortalitat stellt es bei
Mannern und Frauen die dritthdufigste Krebstodesursache dar (Manner: nach dem Lun-
gen- und Prostatakarzinom, Frauen: nach dem Mamma- und Lungenkarzinom) [8]. Das
Erkrankungsrisiko steigt mit dem Alter an. Deshalb ist es typisch fir das kolorektale Kar-
zinom, dass mehr als die Hélfte der Betroffenen jenseits des 70. Lebensjahres erkranken.
Nur etwa 10 % sind vor dem 55. Lebensjahr und damit also noch vor der zur Friherken-

nung angebotenen Darmspiegelung betroffen [8].

1.2.3 Klinik und Diagnostik
Kolorektale Karzinome entwickeln sich tber einen sehr langen Zeitraum, sodass die Pa-
tienten keine auffalligen Frihsymptome bemerken. Gewichtsverlust, Leistungsabfall und

eventuell auch Fieber treten haufig in den frihen Stadien auf, werden aber vom Betroffe-
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nen meist wenig beachtet. Veranderung der Stuhlgewohnheiten wie Obstipation oder Di-
arrhoe, aber auch durch stenosierende Karzinome verursachter lleus oder rektale Blut-
abgange sind Zeichen eines bereits fortgeschrittenen Tumorleidens. Sobald die genann-
ten Symptome auftreten, missen sie klinisch und durch bildgebende Verfahren bestatigt
werden. Zur Sicherung der Diagnose gehort nach der aktuellen S3-Leitlinie fir kolorektale
Karzinome eine digital-rektale Untersuchung und eine komplette Koloskopie mit Ent-
nahme einer Biopsie. Ist eine vollstandige Koloskopie aufgrund eines stenosierenden Tu-
mors nicht moglich, muss diese ca. 3-6 Monate postoperativ nachgeholt werden. Bei ge-
sicherter Diagnose erfolgt eine Ausbreitungsdiagnostik, ein sogenanntes Staging, zur Be-
stimmung des Tumorstadiums und der weiteren Therapieplanung. Bei Rektumkarzino-
men muss deshalb eine starre Rektoskopie durchgefihrt werden, um eine Hohenangabe
des Tumorrandes anzugeben. Dabei gilt die Anokutanlinie als distaler Messpunkt. Ent-
sprechend ihrem Abstand von dieser Linie werden Rektumkarzinome nach der Einteilung
der Union Internationale Contre le Cancer (UICC) in Karzinome des oberen Rektumdrit-
tels (12 - 16 cm), des mittleren Rektumdrittels (6 - 12 cm) und des unteren Rektumdrittels
(< 6 cm) unterteilt [3]. Diese Einteilung hat spéater Konsequenzen fir die chirurgische
Therapieplanung. AuRerdem sollte eine Endosonographie des Rektums erfolgen, in wel-
cher der Untersucher die Infiltrationstiefe des Tumors, also das klinische T-Stadium, be-
stimmt. Zur Therapieplanung und bei Verdacht auf einen lokal fortgeschrittenen Tumor
wird eine Magnetresonanztomographie (MRT) des Beckens angefertigt. Hieraus sollte
der Abstand des Tumors zur mesorektalen Faszie entnommen werden und ein Uberblick
Uber eine mogliche Infiltration der Nachbarorgane erfolgen. Eventuell sollte dann beim
Eintreffen dieses Falles ein gynakologisches/urologisches Konsil veranlasst werden.
Weitere fir das Staging erforderliche Untersuchungen sind die Abdomensonographie
und die konventionelle Rontgenaufnahme des Thorax in 2 Ebenen. Falls es in diesen
O0konomisch preiswerten Untersuchungsmethoden zu keinem klaren Befund kommt oder
bei Verdacht auf Fernmetastasen, sollte eine Computertomografie (CT) des Abdomens
bzw. im Falle des Verdachtes auf Lungenmetastasen eine CT des Thorax durchgefuhrt
werden. Vor Therapiebeginn sollte das Carcinoembryonale Antigen (CEA) im Serum ge-

messen werden, da die Werte zur Kontrolle im Rahmen der Nachsorge dienen.

1.2.4 Klassifikation und Stadieneinteilung
Nach dieser Reihe an Untersuchungen kann das klinische TNM-Stadium (auch cTNM fur

,C*“ engl. = clinical) des Tumors bestimmt werden. Dabei steht ,T* fir Tumorausdehnung,
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,N“ fur den Befall der regionéren Lymphknoten (LK) und ,M* fir synchrone Metastasen.
Von der klinischen, pratherapeutischen Einteilung unterscheidet man die sogenannte
postoperative, histopathologische Klassifikation (auch pTNM fur ,,p“ engl. = pathological).
Diese Klassifikation liefert zusétzliche Daten, die aus der pathologischen Untersuchung
gewonnen wurden, um die Prognose des Patienten besser einschatzen zu kénnen und
beschreibt den Status nach der Therapie. Wurde der Operation (OP) des Tumors eine
neoadjuvante Radio- und/oder Chemotherapie vorgeschaltet, wird der pTNM-Klassifika-
tion das Prafix ,y“ vorangestellt, um auf die morphologischen Veranderungen des vorbe-
handelten Tumors aufmerksam zu machen [9].

Fur das Rektumkarzinom lautet die TNM-Klassifikation der 7.Auflage folgendermaf3en[9]:

T — Primartumor

TX - Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO - kein Anhalt fir Primartumor

Tis - Carcinoma in situ

T1 - Tumor infiltriert Submucosa

T2 - Tumor infiltriert die Muscularis propria

T3 - Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder in nicht peritonealisiertes perikoli-

sches/perirektales Gewebe

T4 - Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen und/oder perforiert das viszerale Peritoneum
T4a - Tumor perforiert viszerales Peritoneum

T4b - Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen

N — regionare Lymphknoten
NX - regionare Lymphknoten kdénnen nicht beurteilt werden
NO - keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 - Metastase(n) in 1 bis 3 regionaren Lymphknoten
Nla - Metastase in 1 regiondrem Lymphknoten
N1b - Metastasen in 2 bis 3 regionaren Lymphknoten
N1c - Tumorkndtchen bzw. Satellit(en) im Fettgewebe der Subserosa oder im nicht-peritonealisier-
ten perikolischen/perirektalen Fettgewebe ohne regiondre Lymphknotenmetastasen
N2 - Metastasen in 4 und mehr regiondren Lymphknoten
N2a - Metastasen in 4—6 regiondren Lymphknoten

N2b - Metastasen in 7 oder mehr regionaren Lymphknoten

M — Fernmetastasen
MO - keine Fernmetastasen

M1 - Fernmetastasen
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M1la auf ein Organ beschrankt (Leber, Lunge, Ovar, nichtregionare Lymphknoten)

M1b Metastasen in mehr als einem Organ oder im Peritoneum

Die UICC fasst die erhobenen TNM-Merkmale in Stadien zusammen (vergleiche Tabelle
1 mit einer vereinfachten Stadieneinteilung). Der weitere Therapieablauf ist abhangig da-

von, in welchem Stadium sich der Patient befindet.

Tabelle 1: Vereinfachte Stadieneinteilung der UICC fiir das kolorektale Karzinom

UICC-Stadium TNM-Beschreibung

0 Tis (Carcinoma in situ)
| bis T2, NO, MO

1] bis T4, NO, MO

Il jedes T, N1/N2, MO

\Y jedes T, jedes N, M1

Abkurzungen: UICC = Union Internationale Contre le Cancer; TNM = tumor node metastasis.

Quelle: In Anlehnung an Wittekind et al. 2010 [9].

1.2.5 Therapieprinzipien

Beim Rektumkarzinom mussen die drei Behandlungssaulen OP, Radiotherapie und Che-
motherapie gut ineinandergreifen, um das beste therapeutische Ergebnis fir den Patien-
ten zu erzielen. Je nach UICC-Stadium gibt es in der Leitlinie unterschiedliche Empfeh-

lungen, welche Therapie wann indiziert sei.

Neoadjuvante Therapie

Die praoperative Radio- oder Radiochemotherapie ist in den UICC-Stadien Il und Il indi-
ziert [3]. Radiatio und Chemotherapie erganzen sich synergistisch, indem 5-Fluorouracil
(5-FU) als Radiosentisizer fungiert [10] und nicht nur die lokale Wirkung der Radiatio ver-
starkt, sondern auch einzelne Tumorzellen, die sich als Mikrometastasen in der Periphe-
rie absiedeln, durch toxische, molekulare Umbauprozesse an der Replikation hindert [11].
Mit Hilfe der Radiotherapie kann nicht nur der solide Tumor selbst, sondern auch sein
Lymphabflussgebiet gezielt bestrahlt werden. Durch den kombinierten Einsatz konnte die
Lokalrezidivrate gesenkt und eine hohere Sphinktererhaltungsrate im Vergleich zur allei-
nigen Radiotherapie erreicht werden [12,13].

Es gibt unterschiedliche Therapieregime fur die Strahlentherapie des Rektumkarzinoms:
die Kurzzeitbestrahlung und die konventionell fraktionierte Bestrahlung. In der Kurzzeit-
bestrahlung betragt die Gesamtdosis 25 Gray (Gy), die in Einzeldosen von 5 Gy an 5

aufeinander folgenden Tagen verabreicht wird und nach welcher sofort die OP folgt. Die
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Gesamtdosis der konventionell fraktionierten Bestrahlung liegt bei 45 bis 50,4 Gy, die, in
25-28 Fraktionen aufgeteilt, finf Wochen lang taglich mit Ausnahme der Wochenenden
appliziert wird [3]. Vier bis sechs Wochen nach der letzten Bestrahlung erfolgt die chirur-
gische Therapie des Tumors. Durch diesen langeren Abstand zur OP haben die Krebs-
zellen genug Zeit, um auf die Radiochemotherapie zu reagieren und zu Grunde zu gehen.
Infolgedessen beobachtet man das Phanomen der Tumorschrumpfung, was man auch
als Downsizing bezeichnet. Verkleinert sich dadurch die pratherapeutisch bestimmte T-
Klassifikation, nennt man es sogar Downstaging. Aufgrund der kurzen Behandlungszeit
und der unmittelbar anschlieRenden OP sieht man die letztbeschriebenen Effekte des
Downsizing und Downstaging nicht bei einer Kurzzeitradiatio. Deshalb sollte zur Maxi-
mierung der Tumorschrumpfung die konventionell fraktionierte Radiochemotherapie der
Kurzzeitbestrahlung vorgezogen werden [14].

In der Leitlinie zum nicht metastasierten Rektumkarzinom wird eine 5-FU-haltige Chemo-
therapie empfohlen. Diese soll simultan zur Radiatio beispielsweise als Dauerinfusion in
der 1. und 5. Bestrahlungswoche appliziert werden. Je nach Zusammensetzung der Che-
motherapie, gibt es unterschiedliche Empfehlungen fir die Dosierung des 5-FU. Bei jun-
geren Patienten (< 61 Jahre) kann im Einzelfall die Kombination der Fluoropyrimidine mit
Oxaliplatin erwogen werden, da die CAO/ARO/AIO-04-Studie fur diese Subgruppe ein
verbessertes krankheitsfreies Uberleben (disease-free survival [DFS]) und Gesamtiiber-
leben (overall survival [OS]) zeigen konnte [15]. Fir die Erstlinienchemotherapie des me-
tastasierten Rektumkarzinoms werden bei gutem Allgemeinzustand des Patienten eben-

falls fluoropyrimidinbasierte Kombinationstherapien auch mit Oxaliplatin eingesetzt [3].

Chirurgie

Die kurative Therapie des Rektumkarzinoms erfordert eine radikale Resektion nicht nur
des Primartumors im Rektum, sondern auch eine partielle oder totale Entfernung des
Mesorektums und damit des regionaren Lymphabflussgebiets [3]. Die beiden OP-Verfah-
ren der Rektumchirurgie sind die kontinenzerhaltende tiefe anteriore Rektumresektion
oder die nicht schlielmuskelerhaltende abdomino-perineale Rektumextirpation mit An-
lage eines permanenten Kolostomas. Um qualitativ hochwertige OP-Ergebnisse zu er-
zielen und um die Lokalrezidivrate zu senken, mussen bestimmte onkologische Grunds-
atze beachtet werden. Zu diesen Standards gehort, dass bei Karzinomen des mittleren

und unteren Rektumdrittels das komplette Mesorektum entfernt werden muss, was man
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als totale mesorektale Exzision bezeichnet (TME). Bei Karzinomen des oberen Rektum-
drittels sollte eine partielle Mesorektumexzision durchgefuhrt werden. Der Sinn einer
TME besteht darin, mogliche Satellitenmetastasen, die das mesorektale Fettgewebe in-
filtrieren, zu eliminieren und die pararektalen LK und Lymphbahnen, die einen schnellen
Metastasierungsweg darstellen, zu entfernen. Neben einem angemessenen Sicherheits-
abstand zum gesunden Gewebe, sollte der Tumor en bloc reseziert werden. En bloc be-
deutet, dass alle dem Tumor adharenten Organe mit entfernt werden ohne das intraope-
rative Losen der Verwachsungen, damit Zellverschleppung und Implantationsmetastasen
vermieden werden [16]. Zur Erhaltung der Lebensqualitat sollten intraoperativ die auto-
nomen Nervenfasern des Plexus hypogastricus, die einer funktionierenden Blasen- und
Sexualfunktion dienen, geschont werden [3].

Uber die Wahl des OP-Verfahrens wird erst mehrere Wochen nach Beendigung der ne-
oadjuvanten Therapie entschieden, da durch den Riickgang der Tumormasse sphinkter-
erhaltende Resektionen unter Umstanden realisierbar werden, die primér nicht in Be-
tracht gezogen wurden [17].

In den seltensten Fallen, wenn nach einer neoadjuvanten Therapie durch bildgebende
Verfahren in einer MRT oder in der Endosonografie eine komplette Remission festgestellt
wurde, kann auf eine OP verzichtet werden. Diese Patienten missen eine hohe Bereit-

schaft fur eine grindliche, mindestens 5-jahrige Nachsorge aufbringen [3].

Adjuvante Therapie

Nach der aktuellen S3-Leitlinie sei nach einer neoadjuvanten Radiochemotherapie eine
adjuvante Chemotherapie unabhangig vom postoperativen Tumorstadium (also auch bei
kompletter Remission oder UICC-Stadium | und Il) indiziert. Dabei handelt es sich um
eine 5—-FU-haltige Chemotherapie, welche ca. 4-6 Wochen nach der OP begonnen wer-
den sollte [3].

Wenn keine neoadjuvante Therapie durchgefiuhrt wurde, kann ab dem UICC-Stadium I
eine adjuvante Therapie appliziert werden. In der Regel wird diese als kombinierte Radio-
und Chemotherapie empfohlen, es sei denn, es gibt Kontraindikation gegen eine der bei-
den Therapieformen. In diesem Fall besteht die Mdglichkeit einer alleinigen adjuvanten
Radiatio oder Chemotherapie.

1.2.6 Postoperative pathohistologische Diagnostik
Postoperativ wird das Resektat in der Pathologie untersucht. Dabei wird der Tumor nicht
nur mikroskopisch, sondern auch makroskopisch beschrieben und die Qualitdt der TME
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kategorisiert. Nach der S3-Leitlinie sollte der pathohistologische Bericht folgende Anga-
ben enthalten: Tumortyp, Tumorinvasionstiefe (pT-Klassifikation), Status der regionaren
LK (pN-Klassifikation), Anzahl der untersuchten LK (dabei sollten mindestens 12 LK auf-
gearbeitet werden), Grading, Tumorabstand zu allen Resektionsrandern (oral, aboral, zir-

kumferentiell) und die R-Klassifikation (engl. R = residual tumor after treatment).

1.2.7 Nachsorge

Aufgrund der erhohten Lokalrezidivrate und dem gestiegenen Risiko, innerhalb der
nachsten 5 Jahre an Fernmetastasen oder einem metachronen Zweittumor zu erkranken,
sollten alle Patienten ab UICC-Stadium Il die strukturierte Nachsorge wahrnehmen [18-
20]. Ziel ist es, die noch nicht symptomatischen Frihrezidive zu erkennen, um diese ku-
rativ zu resezieren und so die Heilungschancen zu erhéhen. In dem UICC-Stadium | wird
nach einer RO-Resektion - aufgrund der in diesem Stadium sehr guinstigen Prognose und
geringen Rezidivrate - keine regelmafRlige Nachsorge empfohlen [21]. Da bei allen Pati-
enten, die an einem kolorektalen Karzinom erkrankt sind, ein grundsétzlich erhéhtes Ri-
siko eines Zweittumors im Kolon besteht, ist eine koloskopische Nachsorge auch bei
UICC-Stadium-I-Patienten sehr sinnvoll und sollte alle 5 Jahre durchgefihrt werden.
Nach der Tumorresektion erhalten alle Patienten unabhéangig vom Stadium drei Monate
spater eine CT-Untersuchung, da diese sehr gut zum Nachweis von Lokalrezidiven, Le-
ber- und Lungenmetastasen geeignet ist. Die weiteren Untersuchungen in der Nachsorge

kdnnen der Tabelle 2 entnommen werden.

Tabelle 2: Nachsorgeempfehlungen fur UICC-Stadium Il und 11l Rektumkarzinome

Monate Jahre
Untersuchung

6 9 12 15 18 21 24 3 4 5
Anamnese, kérperliche Untersuchung, CEA X X X X X X X
Koloskopie X* X*
Abdomensonografie X X X X X X X
Rektoskopie**
Roéntgen Thorax X X X X X

* bei unauffalligem Befund néchste Koloskopie nach 5 Jahren
** nur beim Rektumkarzinom ohne neoadjuvante oder adjuvante Therapie

Abkurzungen: UICC = Union Internationale Contre le Cancer; CEA = Carcinoembryonales Antigen.
Quelle: In Anlehnung an Deutsche Krebsgesellschaft [DKG], Deutsche Krebshilfe und Arbeitsgemeinschaft der Wis-
senschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften [AWMF], 2019 [3].
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1.3 Morphologie des Rektumkarzinoms nach neoadjuvanter Therapie
Wie bei den Therapieprinzipien bereits erwahnt, zahlt die neoadjuvante Radiochemothe-
rapie zu einem Standard in der Behandlung des UICC-Stadium-Il-und-llI-Rektumkarzi-
noms. Beides, Bestrahlung und Chemotherapie, fuhrt nicht direkt zum sofortigen Zelltod.
lonisierende Strahlen stéren den Zellzyklus und fihren zum Mitosestopp, wahrend
Chemotherapeutika die DNA-Synthese irreversibel hemmen und letztendlich beide Ver-
fahren den Proliferationsstopp erzielen [22]. Die zellularen und histologischen Spuren,
die diese Therapie hinterlasst, sind sowohl Verédnderungen des Zellkerns und des Zyto-
plasmas, als auch fibrotische Umbauvorgange der GefaRwande, welche bis zur Steno-
sierung des vaskularen Lumens fuhren kénnen [22]. Das letztere ist vor allem fur die
Spéatschéaden der Radiochemotherapie verantwortlich. Denn durch die Stenose der blut-
versorgenden GefalRe der Submukosa kommt es zu weiteren Gewebsschaden wie einem
Ulkus, einer Schleimhautatrophie oder einer generellen Fibrose im gesamten Gebiet der
Bestrahlung. Nicht nur das umliegende Gewebe, sondern auch der Tumor fibrosiert stel-
lenweise narbig, wird an manchen Passagen nekrotisch und es kann sogar zur Bildung
von azellularen Schleimseen kommen, selbst wenn der urspriingliche, unbehandelte Tu-
mor nicht schleimbildend war [22]. Diese therapiebedingten Veranderungen der Tumor-
morphologie sollten neben den gewohnten Merkmalen, wie dem Tumortyp oder dem
pTNM-Status, im pathohistologischen Bericht dokumentiert werden. Mdglicherweise kon-
nen sie hilfreiche Rickschlisse bezuglich der weiteren Prognose und folglich Therapie
liefern. Nach der Leitlinie wird zur Erfassung der eingetretenen regressiven Veranderun-
gen keine Methode ausdriicklich empfohlen [3]. Lediglich wird bei den Hintergrundinfor-
mationen die Klassifikation nach Dworak erwéhnt und dass diese zunehmend verwendet
werde [23].

1.3.1 Tumor-Regressionsgrading

Das allererste Tumor-Regressionsgrading beschrieb 1994 die franzésische Arbeits-
gruppe von Mandard et al. am neoadjuvant behandelten Plattenepithelkarzinom des Oso-
phagus [24]. Drei Jahre spater skizzierte der deutsche Pathologe Dworak et al. ein &hn-
liches histomorphologisches Regressionsgrading nun aber flr das neoadjuvant thera-
pierte Rektumkarzinom [23]. Er teilte die Regression des Tumors folgendermafien ein:
Grad 0: keine Regression; Grad 1. dominante Tumormasse mit deutlicher Fibrose

und/oder Vaskulopathie; Grad 2: dominante Fibrose mit wenigen Tumorzellen (diese sind
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leicht zu finden); Grad 3: sehr wenige Tumorzellen mit ausgepragter Fibrose (Tumorzel-
len sind schwer zu finden); und Grad 4: Keine Tumorzellen, nur Fibrose (komplette Re-
gression oder Response). Verschiedene Studien konnten zeigen, dass der Regressions-
grad nach Dworak fir neoadjuvant therapierte Tumore ein klinisch relevanter Prognose-
faktor ist [25-27]. Denn Therapie-Responder, also Patienten mit einer ausgepragten Fib-
rose und/oder mit einer kompletten Tumor-Remission, hatten eine deutlich bessere Prog-

nose im Vergleich zu Patienten mit einer geringeren Regression [25-27].

1.3.2 ypTNM-Status

Der TNM-Status wird verwendet, um stadienabhingige Uberlebenszeiten der Tumorpa-
tienten vorherzusagen und um therapeutische Entscheidungen zu treffen. Wie bereits
erwahnt, kommt es durch die perioperative Therapie in den meisten Féllen zu dem posi-
tiven Effekt des Downsizing und Downstaging des Tumors [28]. Dies kann im kompletten
Ruckgang des Tumors resultieren, sodass nach neoadjuvanter Therapie keine vitalen
Tumorzellen mehr im Gewebe nachweisbar sind, also ypTO. Dieser Zustand wird als ,pa-
thologic complete response” (pCR) oder auch vollstandige Remission bezeichnet. In der
Literatur erstreckt sich die pCR von 4% bis 44%, was unter anderem abhéngig vom Tu-
morstadium zum Zeitpunkt der Diagnose und der Zusammensetzung der perioperativen
Therapie war [28-32]. Die Patienten, die eine pCR erreicht hatten, zeigten in der Literatur
sowohl ein geringeres Risiko fir LK-Metastasen als auch ein verbessertes OS [28,30,32].
Je hoher die T-Klassifikation nach der neoadjuvanten Radiochemotherapie, desto hdher
war das Risiko, ebenfalls simultane LK-Metastasen und ein kiirzeres DFS zu haben
[28,29]. Genauso verhielt es sich mit dem LK-Status, der ebenfalls eine negative Assozi-
ation mit dem DFS, jedoch nicht zum OS zeigte [29,30]. Alles in allem korreliert der post-
therapeutisch erfasste TNM-Status signifikant sowohl mit dem DFS als auch mit der Re-
zidivrate beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom nach neoadjuvanter Therapie
[29,30].

1.3.3 Tumor Budding

Tumor Budding (engl. budding = Knospung) ist ein ungunstiger prognostischer Marker
des nicht neoadjuvant therapierten kolorektalen Karzinoms [33-38]. Es beschreibt ein
morphologisches Phanomen an der invasiven Front des Tumors, bei dem sich einzelne
Tumorzellen oder kleine Tumorzellcluster mit maximal vier Tumorzellen aus dem neo-

plastischen Epithel I6sen und entlang der invasiven Front in die Tiefe wandern. Die For-



Einleitung 12

mierung von Budding ist assoziiert mit dem Prozess der Epithelial-Mesenchymalen-Tran-
sition, was den Verlust an Adh&sionsmolekiilen in der Tumorzelle bedeutet und der Zelle
dadurch eine erhohte Migrationsbereitschaft ermoglicht [39]. Folglich unterscheiden sich
Buds auch genetisch vom Zentrum des Tumors [3]. Es wird angenommen, dass diese
Dedifferenzierung der Tumorzellen die Schlisselkomponente des Metastasierungspro-
zesses sei [34,40].

Tumor Budding beim kolorektalen Karzinom korrelierte signifikant in Vorgangerstudien
mit verschiedenen Faktoren, die auf einen aggressiveren Tumortyp hindeuteten. Tumore,
die stark budden, sind haufiger schlecht differenziert [33,35,41], haben Lymphgefal3e in-
filtriert [33,34,42,43], zeigen dementsprechend ein héheres Vorkommen befallener LK
[33,35,41-43], ein hoheres Auftreten von Fernmetastasen [43-45] und korrelieren mit ei-
nem hoheren TNM-Status [41,43]. Daraus folgt, dass Tumor Budding beim Kolonkarzi-
nom ein negativer Pradiktor fir das DFS ist [33,34,41,43,46]. Uberraschenderweise wird
das Tumor Budding nicht in der Routinediagnostik beschrieben und wurde bis 2019 noch
nicht einmal in der deutschen S3-Leitlinie zum kolorektalen Karzinom erwahnt. Das
konnte daran liegen, dass es immer noch Unsicherheiten gibt, wie Budding auszuwerten
und was die effektivste Art der Budding-Auswertung sei [39].

Der japanische Forscher Kazuo Hase hat im Jahre 1993 das Tumor Budding nach seinem
Augenmald ausgewertet. Je nach dem vorherrschenden Muster an der invasiven Front
teilte er Budding in ,kein oder mildes Budding®, was er als BD-1 bezeichnete, oder in
,moderat bis schweres Budding®, als BD-2 genannt, ein [33]. Der Leser erhalt nicht einmal
weitere Hinweise dartber, mit welcher VergroRerung hier Budding ausgewertet wurde.
Damit bleibt es dem Untersucher nach der Methode von Hase selbst Giberlassen, mit Hilfe
welcher Vergrof3erung er das Budding auswerten mdchte. Die Studie von Hase et al.
wurde an nicht neoadjuvant therapierten kolorektalen Karzinomen durchgefuhrt — unab-
hangig vom Tumorstadium [33].

Hideki Ueno, ebenfalls ein japanischer Wissenschaftler, beschéftigte sich sehr intensiv
mit dem Thema Tumor Budding in kolorektalen Karzinomen und lieferte eine genauere
Beschreibung der Methodik. Man solle erst einmal die invasive Front des Tumors unter
einer geringen Vergrof3erung scannen, um die dichteste Region des Budding zu identifi-
zieren. Erst dann zahle man mit einem x20er-Objektiv (Flache = 0.785 mm?) die Buds in
diesem Feld aus [36,47]. Wenn in einem Feld funf oder mehr Buds gesehen werden,
betrachtet man die Falle als budding-positiv. Wie Kazuo Hase praktizierte auch Hideki

Ueno an nicht neoadjuvant therapierten kolorektalen Karzinomen aller Tumorstadien.
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1.3.4 Weitere morphologische Kriterien

Das morphologische Bild des neoadjuvant behandelten Rektumkarzinoms wird in dieser
Arbeit komplettiert durch die Auswertung weiterer Faktoren, die in Vorgangerstudien
prognostische Hinweise auf das klinische Bild der Patienten zeigten. Zu den weiteren
morphologischen Kriterien gehdren regressiv veranderte LK [48], intratumorales Muzin
[49], Verkalkungen [49] und das Vorhandensein einer Immunreaktion um die Tumorzellen
herum [50].

1.4 Der Anti-Gesamtzytokeratin-Antikérper AE1/AE3

Aufgrund mehrerer Vorgangerstudien und der breiten Abdeckung an Zytokeratinen,
wurde der Antikbrper AE1/AE3 zur immunhistochemischen Farbung gewahlt [36,51,52].
Der Anti-Gesamtzytokeratin-Antikorper AE1/AE3 ist ein klassischer immunhistochemi-
scher Marker fir Epithelzellen. Zytokeratine zahlen zu der epithelialen Klasse der Inter-
mediarfilamente und bilden den wichtigsten Teil des Zytoskeletts aus, welches der me-
chanischen Stabilitat der Zelle dient. Es gibt bisher 20 bekannte Zytokeratin-Proteine.
Jedes einzelne hat ein spezifisches Expressionsmuster und wird von verschiedenen
Epithelzellen exprimiert. Man kann die Gesamtheit der Zytokeratine in zwei Gruppen ein-
teilen, in die sauren vom Typ A, zu denen die Zytokeratine 9-20 zahlen und in die neutral-
basischen vom Typ B mit Zytokeratin 1-8 [53]. Ein Typ A Zytokeratin wird immer zusam-
men mit einem Typ B exprimiert, und diese bilden einen Komplex in der Zelle aus. Jede
Epithelzelle enthalt also mehrere Zytokeratine, die sich mit Hilfe von immunhistochemi-
schen Farbungen nachweisen lassen. Der Anti-Gesamtzytokeratin-Antikorper AE1/AE3
ist ein Gemisch aus mehreren Antikérpern, die die Zytokeratine CK1-6, CK8, CK10,
CK14-16 und CK19 anfarben und den Antikorper AE1/AE3 damit zu einem Panepithel-
marker hervorheben [51]. Die Immunhistochemie (IHC) mit diesem Antikérper ergibt eine

zytoplasmatische, manchmal auch eine fibrillare Farbung [54].

1.5 Fragestellung

Da Budding beim unbehandelten Rektumkarzinom einen wichtigen prognostischen Fak-
tor darstellt, wird in dieser Arbeit dessen Rolle nach neoadjuvanter Therapie untersucht.
Es soll geklart werden, welche Methode, die qualitative nach Hase oder die quantitative
nach Ueno, sich zur Budding-Auswertung besser eignet. Daneben spielt die besondere
Morphologie des Tumors nach neoadjuvanter Therapie ebenfalls eine wichtige Rolle in

dieser Arbeit. Deshalb werden nicht nur die bekannten prognostischen Faktoren wie die
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ypT-, ypN-Klassifikation und das Regressionsgrading ausgewertet, sondern auch neuar-
tige Auffalligkeiten wie Muzin, Kalzifikationen, regressive LK und starke Immunreaktion
notiert und im nachsten Schritt statistisch daraufhin untersucht, ob signifikante Zusam-
menhange zum Budding vorliegen.

Es ergeben sich folgende Teilfragestellungen:

1. Gibt es Unterschiede bei den Geschlechtern im Hinblick auf das Budding?

2. Liefert das Budding in den Resektaten Hinweise auf ein erhdhtes Rezidivrisiko

oder auf einen friheren Tod?

3. Bringt die IHC einen Vorteil bei der Beurteilung von Budding?

4. Welche Methode ist zur Auswertung des Budding besser geeignet?

5. Kodnnen weitere Faktoren als prognostische Marker des neoadjuvant therapierten

Rektumkarzinoms identifiziert werden?



Methoden 15

2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Das Patientenkollektiv umfasst insgesamt 128 Patienten, die im Zeitraum von 2002 bis
2011 in der Chirurgischen Klinik des Campus Benjamin Franklin (CBF) in Berlin operiert
und mit einer neoadjuvanten Radiochemotherapie vorbehandelt wurden. Die neoad-
juvante Radiochemotherapie bestand bei unserem Kollektiv aus einer funfwdchigen Be-
strahlung der Tumorregion, die in Einzeldosen von 1,8 Gy mit 18 MeV Photonen am Li-
nearbeschleuniger bis zu einer Gesamtdosis von 50,4 Gy verabreicht wurde, und aus
einer Chemotherapie mit 5-FU, die in der Dosierung von 225mg/cm? als Dauerinfusion
Uber 24 Stunden in der 1. und 5. Bestrahlungswoche appliziert wurde. Ein Teil der Pati-
enten erhielt eine geringflgig veranderte neoadjuvante Therapie. Toleriert wurden dabei
kurze Therapieunterbrechungen wegen Infekten oder Unvertraglichkeiten und geringfi-
gige Abwandlungen der Radiatio oder der Chemotherapie. Vier bis sechs Wochen spater
erfolgte die Tumorresektion, welche als Totale Mesorektale Exzision (TME) durchgefuhrt

wurde.

2.1.1 Ausschlusskriterien

Patienten, die eine Kurzzeitbestrahlung erhielten (n = 3), wurden ausgeschlossen. Ein
fast tumorfreier Patientenfall (n = 1) wurde ebenfalls aus der Auswertung ausgeschlos-
sen, da bei diesem Patienten mit nur noch drei losen Tumorzellen zu wenig Material fur
eine adaquate Auswertung zur Verfligung stand. Von vier Patienten (n = 4) waren keine
Leerschnitte vorhanden, sodass bei den immunhistochemischen Farbungen vier Falle
weniger fur die Auswertung zur Verfigung standen. Folglich war Patientenmaterial von
124 Probanden im Hamatoxylin/Eosin-(H&E)-Schnitt und von 120 Probanden in der im-
munhistochemischen Farbung fir die Analysen verfligbar. Zur Veranschaulichung der

Ausschlusskriterien dient das Flussdiagramm (Abbildung 1) auf der nachsten Seite.

2.1.2 Uberlebensdaten
Die Information zum Follow-up wurde aus der elektronischen Patientenakte anonymisiert
erfasst und fehlende Daten wurden mit Hilfe eines Fragebogens, der an die jeweiligen

Hausarzte verschickt wurde, komplettiert.



Methoden 16

Gesamtes Patientenkollektiv
(n=128)

Ausschluss (n = 4):
- Kurzzeitbestrahlung (n = 3)
- nicht auswertbar (n = 1)

\ 4

\ 4

Fur die Auswertung im H&E-Schnitt zur
Verfiigung stehenden Falle (n = 124)

\ 4

Keine Leerschnitte vorhanden (n = 4)

A 4

Fur immunhistochemische Farbungen
zur Verfigung stehenden Félle (n = 120)

Abbildung 1: Veranschaulichung der zur Verfigung stehenden Félle als Flussdiagramm.

2.1.3 Ethikvotum
Die Verwendung des Patientenmaterials wurde von der Ethikkommission der Charité -
Universitatsmedizin Berlin genehmigt. Die Antragsnummer lautet EA1/370/16.

2.2 Resektate des Rektumkarzinoms

Die Analyse erfolgte an Resektaten der oben beschriebenen Patienten, deren Rektum-
karzinome in den Jahren 2002 bis 2011 in der Chirurgischen Klinik des CBF reseziert,
anschlieBend in der Pathologie zugeschnitten und nach Standardprotokollen mit Hama-
toxylin/Eosin angefarbt wurden. Die archivierten, formalinfixierten, paraffin-eingebetteten
Gewebe-Blocke des Tumors wurden vom Institut fur Pathologie des Campus Charité
Mitte und des CBF zur weiteren Forschung bereitgestellt. Fur die Herstellung der Leer-
schnitte wurden aus den Tumorblécken 3-5 um breite Schnitte mit einem Mikrotom an-
gefertigt, diese auf glaserne Objekttrager appliziert und anschlie3end getrocknet. Ein Tu-
morblock pro Fall mit dem dichtesten Budding wurde fir die Immunhistochemie ausge-
wahlt und anschlieBend gefarbt (Details siehe Kapitel 3.5.1. Farbevorgang der Immun-
histochemie fur AE1/AE3). Im Nachhinein erfolgten die mikroskopische Beurteilung und

zuletzt die statistische Datenauswertung.
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2.3 Morphologische Beurteilung der Falle im H&E-Schnitt

Die archivierten und bereitgestellten Falle des oben beschriebenen Patientenkollektivs
wurden erneut von zwei unabhangigen Untersuchern mikroskopiert und alle, zu jedem
Fall gehérenden H&E-Schnitte, sorgfaltig beurteilt. Die Auswertung aller Marker erfolgte
ohne die Kenntnis des klinischen Verlaufs mit einem Mikroskop der Marke Nikon E-
CLIPSE E200 und einem x10er-Okular.

2.3.1 TNM-Status

Der ypTNM-Status der Resektate wurde anhand der 7. Auflage der TNM-Klassifikation
maligner Tumore bewertet. Dabei unterscheidet sich diese Auflage zu den vorherigen in
der Aufspaltung des T4-Status in T4a: , Tumor perforiert viszerales Peritoneum® und T4b:
,tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen®; sowie in der weiteren Auftei-
lung des N-Status in N1a, N1b, N2a und N2b. Eine weitere Besonderheit der 7. Auflage
stellt die Aufnahme der Tumorkndétchen, sogenannter Deposits, ins Staging System und
deren Klassifikation als N1c dar [9]. Die Einzelheiten kbnnen den Tabellen 3.1. und 3.2.

entnommen werden.

Tabelle 3.1: Beschreibung der T-Klassifikation

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fur Primértumor

Tis  Carcinoma in situ?

T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder in das nicht peritonealisierte perikolische
oder perirektale Gewebe

T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen®2 und/oder perforiert das viszerale Peritoneum

T4a Tumor perforiert viszerales Peritoneum
T4b Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen?

Anmerkungen:

1Tis liegt vor, wenn Tumorzellen innerhalb der Basalmembran der Driisen (intraepithelial) oder in der Lamina propria
(intramukds) nachweisbar sind, ohne dass eine Ausbreitung durch die Muscularis mukosae in die Submukosa fest-
stellbar ist.

2 Direkte Ausbreitung in der Kategorie T4b schlieRt auch die mikroskopisch bestatigte Infiltration anderer Segmente
des Kolorektums auf dem Weg Uber die Serosa ein, z.B. die Infiltration des Sigma durch ein Zakalkarzinom und fir
Tumore in retroperitonealer Lokalisation die direkte Invasion anderer Organe oder Strukturen auf dem Wege der Aus-
breitung jenseits der Muscularis propria.

3 Ein Tumor, der makroskopisch an anderen Organen oder Strukturen adhéarent ist, wird als T4 klassifiziert. Ist bei der
histologischen Untersuchung in den Adhéasionen kein Tumorgewebe nachweisbar, soll der Tumor in Abh&ngigkeit von
der Tiefe der Wandinfiltration als pT1-pT3 klassifiziert werden.

Quelle: Wittekind et al., 2010 [9].
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Tabelle 3.2: Beschreibung der N-Klassifikation

NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastase(n) in 1-3 regionaren Lymphknoten

Nla Metastase in 1 regionaren Lymphknoten
N1b Metastasen in 2-3 regiondren Lymphknoten

N1c Tumorknétchen bzw. Satellit(en) im Fettgewebe der Subserosa oder im nicht-peritonealisierten
perikolischen/perirektalen Fettgewebe ohne regiondre Lymphknotenmetastasen

N2 Metastasen in 4 und mehr regionéren Lymphknoten

N2a Metastasen in 4-6 regiondren Lymphknoten
N2b Metastasen in 7 oder mehr regionaren Lymphknoten

Anmerkungen:

»tumor deposits* (Satelliten) sind makroskopische oder mikroskopische Nester oder Knétchen im perikolorekta-
len Fettgewebe des Lymphabflussgebietes des Primartumors ohne histologisch erkennbare Residuen eines
Lymphknotens. Sie kdnnen einer kontinuierlichen Ausbreitung, einer Veneninvasion (V1, V2) oder komplett me-
tastatisch durchsetzten Lymphknoten entsprechen. Wenn solche Tumorknétchen bei L&sionen, die sonst als T1
oder T2 klassifiziert werden, nachgewiesen werden, andert sich die T-Klassifikation nicht, aber die Knétchen
werden als N1c/pN1c beurteilt.

pNic

Wenn ein solches Tumorknétchen vom Pathologen als vollstandig durch Tumor ersetzter Lymphknoten (im All-
gemeinen mit glatter &ufRerer Kontur) angesehen wird, dann sollte es als Lymphknotenmetastase klassifiziert
werden und jedes Tumorkndétchen sollte einzeln als Lymphknotenmetastase gezahlt und in der Klassifikation
berlcksichtigt werden.

Quelle: Wittekind et al., 2010 [9].

2.3.2 Auswertung des Tumor-Regressionsgrading
Die Tumorregression wurde nach dem Grading von Dworak beurteilt (siehe Tabelle 4).
Dabei wurden Grad 0-2 als ,Non-Responder® der neoadjuvanten Therapie und Grad 3-4

als ,Responder” bewertet.

Tabelle 4: Regressionsgrading nach Dworak fiir das neoadjuvant therapierte Rektumkarzinom

Grad 0 Keine Regression

Grad 1 Dominante Tumormasse mit deutlicher Fibrose und/oder Vaskulopathie

Grad 2 Dominante Fibrose mit wenigen Tumorzellen (Tumorzellen sind in der Ubersicht |eicht zu finden)

Sehr wenige Tumorzellen mit ausgepragter Fibrose (Tumorzellen sind in der Ubersicht schwer zu fin-
den)

Grad 3

Grad 4 Keine Tumorzellen, nur Fibrose (komplette Regression oder Response)

Quelle: Dworak et al., 1997 [23].

2.3.3 Weitere morphologische Marker
Zusatzlich zu den aus den pathologischen Berichten entnommenen und nochmals aus-
gewerteten Parametern wie dem Differenzierungsgrad des Tumors, der Lymphgefal3in-

vasion oder der vendsen Invasion wurden weitere morphologische Parameter erfasst.
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Dazu gehoren intratumorales Muzin und Kalk, regressiv veranderte LK und das Vorhan-
densein einer peritumoralen Immunreaktion. Die Auswertung dieser morphologischen
Besonderheiten erfolgte mit Hilfe der Einteilung ,0 = nicht vorhanden® oder ,1 = vorhan-

*

den”.

2.4 Beurteilung des Tumor Budding im H&E-Schnitt

Tumor Budding wird definiert als abgeltste einzelne Tumorzellen oder Tumorzellcluster
mit maximal 4 Zellen entlang der, aber nicht ausschlief3lich invasiven Front des Tumors
[33-36,39,44,55,56]. Dabei zahlen einzelne, im Muzinsee schwimmende Tumorzellen
nicht zum Budding. Diese Definition setzt voraus, dass Uberhaupt ein Tumor im Block
vorhanden sein muss. Deshalb wurden alle Praparate mit kompletter pathologischer Re-
mission, also alle tumorfreien Préaparate, bei der Auswertung des Tumor Budding ausge-
schlossen. Da es bisher, wie in der Einleitung erwéhnt, keine einheitliche Methode zur
Auswertung des Budding bei neoadjuvant therapierten Tumoren gab, wurde das Tumor

Budding in dieser Arbeit mit Hilfe der zwei folgenden Methoden ausgewertet.

2.4.1 Auswertung nach Hase

Die Methode nach Hase kann zu den qualitativen Auswertungsmethoden gezahlt werden.
Es zahlt lediglich der erste Eindruck. Je nach vorherrschendem Muster an der invasiven
Tumorfront wurde Budding in ,kein oder mildes Budding“ (BD-1) oder in ,moderat bis
schweres Budding“ (BD-2) eingeteilt (siehe Abbildung 2). Dabei wurde der Schnitt mit

dem meisten Budding ausgewahlt. Zur Auswertung wurde das x4er-Objektiv verwendet

mit einem Objektfelddurchmesser von 5 mm und einer Flache von 19.635 mm?.

R E525 S e A AR T % NI
Abbildung 2: Auswertung des Budding nach Hase. Ist an der invasiven Front kein oder mildes Budding zu erkennen
(A), wird der Fall als BD-1 bezeichnet. Moderat bis schweres Budding (B), hier durch Pfeile gekennzeichnet, wird als
BD-2 notiert. (Urspr. VergroRerung und Farbung (A) x 40, H&E; (B) x 40, H&E.)
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2.4.2 Auswertung nach Ueno

Im Gegensatz zu der Methode nach Hase kann die Methode nach Ueno als quantitativ
betrachtet werden. Quantitativ — da einzelne Buds ausgezahlt und je nach einem be-
stimmten Cut-off die Falle als budding-positiv oder -negativ betrachtet werden.

Als erstes wurde die invasive Tumorfront unter einer geringen VergréRerung gescannt
und die dichteste Region des Budding identifiziert. Auch bei dieser Auswertung wurde
der Schnitt mit dem meisten Budding ausgewahlt. Dann wurden die Buds in diesem Feld
mit dem dichtesten Budding mit Hilfe eines x20er-Objektivs (Flache = 0.785 mm?2, Ob-
jektfelddurchmesser = 1 mm) ausgezahlt. Fand man ein Feld mit finf oder mehr Buds,
wurde der Tumor als budding-positiv klassifiziert (siehe Abbildung 3). Fand man ein Feld

mit vier oder weniger Buds, wurde der Tumor als budding-negativ klassifiziert.

Abbildung 3: Auswertung des Budding nach Ueno. An der Stelle des dichtesten Budding werden mit einem x20er-
Objektiv einzelne Buds gezéahlt; man erkennt mindestens fiinf Buds (mit Pfeilen gekennzeichnet). Damit ist dieser
Tumor budding-positiv. (Urspr. VergréRerung und Farbung x 200, H&E.)

2.5 Beurteilung des Tumor Budding nach der Immunhistochemie

Wie im Flussdiagramm (Abbildung 1) bereits dargestellt, waren insgesamt von den zur
Verfligung stehenden 124 Rektumresektaten von vier Patienten keine Leerschnitte vor-
handen. Damit standen 120 Leerschnitte fur die Farbung zur Verfigung. Der Féarbepro-
zess und die chemischen Vorgange werden auf den nachfolgenden Seiten genauer be-
schrieben. Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schnitte erfolgte auf die
gleiche Art wie schon im Kapitel 3.4 Beurteilung des Tumor Budding im H&E-Schnitt be-
schrieben. Um Redundanzen zu vermeiden, werden die einzelnen Methoden nicht noch

einmal in diesem Kapitel beschrieben.
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Die nachfolgende Abbildung 4 zeigt ein Beispielbild fiir die Zytokeratinfarbung.
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Abbildung 4: Beispielbild zur Veranschaulichung des Budding in der immunhistochemischen Farbung. Sowohl nach
der Methode von Hase in der Ubersicht (A) als auch nach Ueno mit dem 20er-Objektiv (B) kann dieser Fall als bud-
ding-positiv betrachtet werden. Einzelne Buds sind rot umrandet. (Urspr. Vergréerung und Farbung (A) x 40,
AE1/AE3; (B) x 200, AE1/AE3.)

2.5.1 Farbevorgang der Immunhistochemie fur AE1/AE3

Ein Leerschnitt jedes Resektates wurde immunhistochemisch mit dem Antikdrper
AE1/AE3 gemal der Standardprotokolle im vollautomatischen BenchMark XT (Ventana
Medical Systems, Inc., Tucson, AZ, USA) gefarbt. Kurz gesagt, wurde das Gewebe zu-
erst entwachst und rehydriert. Nach der Epitop-Demarkierung durch Hitze (HIER = heat-
induced epitope retrieval) wurde die endogene Peroxidase mit Wasserstoffperoxid blo-
ckiert, um die unerwiinschte Hintergrundfarbung zu reduzieren. Diese Schritte und die
danach folgenden wurden mit den von Ventana® Medical Systems vorgefertigten Rea-
genzien (DISCOVERY® DAB Map Kit [RUO]) durchgefihrt. Im weiteren Vorgehen wur-
den die Objekttrager mit dem primaren monoklonalen Maus-Antikérper gegen humanes
Zytokeratin (1:500, Clone AE1/AE3, DAKO, Code M3515) fur 60 Minuten inkubiert und
danach fur 32 Minuten mit dem biotin-markierten Zweitantikbrper behandelt (DIS-
COVERY® Universal Secondary Antibody [RUQY]). Es folgte fiir 16 Minuten die Inkubation
mit einem Streptavidin-HRP (Meerrettich-Peroxidase)-Enzymkonjugat, welches sich an
das Biotin des Zweitantikorpers binden sollte. Anschliel3end wurde auf die Schnitte Was-
serstoffperoxid und das Chromogen 3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) auf-
getragen und fir 8 Minuten inkubiert. Im letzten Schritt wurden die Schnitte mit Hama-

toxylin gegengefarbt.
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2.5.2 DAB und die Meerrettich-Peroxidase

Die Meerrettich-Peroxidase bildet mit dem Wasserstoffperoxid einen Komplex aus, dabei
fungiert DAB als Elektronendonator und wird folglich oxidiert [57]. Durch die Oxidations-
reaktion des farblosen Chromogens DAB entsteht ein braunes, wasserunldsliches End-

produkt und Wasser. Dies wird in folgender Gleichung verdeutlicht:

Elektronendonor (farbloses DAB) + H,0,

Meerrettichperoxidase (HRP) L
> oxidierter Donor (braunes DAB) + H,0

Diese Farbanderung und das Unléslich-Werden des DAB sind fur die Immunhistochemie
eine sehr hilfreiche Eigenschaft. Denn so kdnnen durch die indirekte Farbung von Anti-
gen-Antikorper-Komplexen die spezifischen Antikdrperbindungsstellen farbig dargestellt

werden.

2.6 Statistische Auswertung

Alle erfassten Parameter wurden mit Hilfe deskriptiver Statistik und Haufigkeitstabellen
ausgewertet. Hierfur sowie fur alle weiteren Tests wurde das Programm SPSS Statistics
24.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL) benutzt. Fehlende Werte wurden nicht ersetzt, sodass sich
die Analysen auf vorhandene Angaben bezogen. Mit dem x2-Test wurden Korrelationen
zwischen den Gruppen untersucht. Gegebenenfalls wurde bei geringem Stichprobenum-
fang der exakte Fisher-Test verwendet. Fur die drei Gruppen ,budding-positiv*, ,budding-
negativ und ,vollstandige Remission“ wurde mit Hilfe von Varianzanalysen tberprift, ob
ein statistisch signifikanter Unterschied beziglich des Altersdurchschnitts existiert. Das
Signifikanzniveau wurde bei allen Tests auf a = 0,05 festgelegt.

Die multivariate Analyse erfolgte mit Hilfe des Cox-Regressionsmodells. In die Berech-
nung sollten pro 10 Ereignisse nur ein zu untersuchender Parameter einfliel3en [58]. Des-
halb wurden aufgrund der 32 Todesereignisse beziehungsweise 25 Rezidive drei Variab-
len in das Modell einbezogen, ndmlich das Budding, die Tumortiefeninfiltration und der
LK-Befall. Als Beobachtungsbeginn wurde das OP-Datum gewahlt. Als Endpunkt wurde
entweder der Todestag oder das Datum des letzten Kontaktes notiert, wenn vorhanden
auch das Rezidivdatum. Die beschriebenen Zeitspannen wurden als overall survival (OS)
und als disease-free survival (DFS) bezeichnet. Das Erstgenannte wurde definiert als die

Zeit von der OP bis zum Tod, unabhangig von der Todesursache, das Letztgenannte als
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die Zeit von der OP bis zum Rezidiv oder Tod, ebenfalls unabhangig von der Todesursa-
che. Die Variablen der Tumortiefeninfiltration und des LK-Befalls wurden dichotomisiert,
um ein Overfitting, zu Deutsch eine Uberangepasstheit, des Modells zu vermeiden. Dazu
wurden ypTO + ypT1 + ypT2 zusammengefasst zu ypT0-2 und ypT3 + ypT4a + ypT4b zu
ypT3-4. Der LK-Befall ging in das Modell als NO = ,kein LK-Befall* und N+ = ,LK-Befall
ein. In den Uberlebenszeitanalysen wurden die 21 Patienten mit vollstandiger Remission
aus den Berechnungen ausgeschlossen, da nur Patienten mit Resttumor in die Analysen
eingingen. Das Kollektiv bestand danach aus 103 Féllen fur die Auswertung im H&E und
aus 99 Fallen fur die Auswertung im AE1/AE3. Fur die Rechnung der anderen zwei Pa-
rameter wurde dieselbe Patientenzahl verwendet, die bei der Auswertung des Budding
zur Verfugung stand (H&E n = 103, AE1/AE3 n = 99). Mit Hilfe der Cox-Regression konnte
die Hazard-Ratio (HR) der einzelnen Parameter fur DFS und das OS berechnet werden.
Das Hazard bezeichnet die momentane Sterberate fir eine Patientengruppe [58]. Die
Hazard-Ratio ist ein Mal3 zum Vergleich der Uberlebenszeiten zweier Gruppen. Mit dem
Kaplan-Meier-Verfahren wurden die Uberlebenswahrscheinlichkeiten berechnet, als Kur-
ven grafisch dargestellt und mit Hilfe des Logrank-Tests miteinander verglichen.

Das Kappa-Mal3 und der McNemar-Test wurden angewendet, um alle moglichen Kombi-
nationen der Budding-Auswertung miteinander zu vergleichen (Methode nach Hase,
nach Ueno, Farbung mit H&E und AE1/AE3). Das Kappa-Mal3 wurde verwendet, um den
Grad der Ubereinstimmung zu quantifizieren. Dabei entsprach 0,8 < k < 1,0 einer (fast)
vollkommenen Ubereinstimmung, 0,6 < k < 0,8 einer beachtlichen Ubereinstimmung, 0,4
< k < 0,6 einer mittelgradigen Ubereinstimmung, 0,2 < k < 0,4 einer ausreichenden Uber-
einstimmung, 0 < k < 0,2 einer geringen Ubereinstimmung und k < 0 einer schlechten
Ubereinstimmung [59]. Der McNemar-Test ist ein statistischer Test, der fiir verbundene
Stichproben genutzt wird [60]. Verbundene Stichprobe bedeutet, dass am selben Objekt
die Analysen durchgefuhrt wurden — in diesem Fall am selben Tumor. Ein signifikanter P-
Wert beim McNemar-Test bedeutet, dass ein statistisch signifikanter Unterschied zwi-
schen zwei Methoden besteht. In unserem Fall kdnnte das heil3en, dass eine der Metho-
den eine Tendenz zu mehr budding-positiven Fallen hat. Im Gegensatz dazu bedeutet
ein nicht signifikanter P-Wert, dass es keinen Unterschied innerhalb der Methoden gibt,

sodass beide Methoden gleich viele budding-positive Falle entdecken.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Die zur Auswertung zur Verfiigung stehende Patientenanzahl lag bei n = 124, davon wa-
ren 87 (70,2%) mannliche und 37 (29,8%) weibliche Patienten. Der Altersdurchschnitt lag
zum Zeitpunkt der OP bei ca. 64,7 Jahren (Range: 34 — 87 Jahre) und unterschied sich
um etwa ein Jahr zum Altersmedian, der bei 65,5 Jahren lag. Die Standardtherapie mit
einem Erreichen der Gesamtdosis von 50,4 Gy und einer 24-Stunden-Dauerinfusion von
225mg/cm?-5-FU in der 1. und 5. Bestrahlungswoche bekamen 80 Patienten (64,5%), 44
Patienten (35,5%) erhielten ein modifiziertes Therapieschema. 5-Jahres-Uberlebensda-
ten konnten flir 92 Patienten (74,2%) ermittelt werden, fir 17 Patienten (13,7%) sind de-
taillierte Informationen nur fur 2-4 Jahre vorhanden, 15 Patienten (12,1%) haben sich seit
der OP nicht wieder vorgestellt. Die mediane Nachbeobachtungszeit betrug 5,1 Jahre. In
der Beobachtungszeit sind 32 Patienten verstorben (25,8%), 25 Patienten (20,2%) haben
ein Rezidiv bekommen. Eine adjuvante Chemotherapie haben 71 Patienten (57,3%) er-
halten, 32 Patienten (25,8%) haben diese nicht erhalten, bei 21 Patienten (16,9%) wurde
es nicht dokumentiert. Das TNM-Stadium sowie weitere klinisch-pathologische Merkmale
konnen den Tabellen 5.1 und 5.2 auf dieser und auf der nachsten Seite entnommen wer-

den.

Tabelle 5.1: Klinische Parameter des Patientenkollektivs (n = 124)

Klinische Merkmale n (%) Fortsetzung Tabelle 5.1 n (%)
Gesamt 124 (100) Gesamt 124 (100)
Alter (Jahre) Adjuvante Chemotherapie
<65 53 (42,7) erhalten 71 (57,3)
265 71 (57,3) nicht erhalten 32 (25,8)
Geschlecht unbekannt 21 (16,9)
m 87 (70,2) )
Metastasen postoperativ
w 37 (29.,8)
) 25 (20,2
Therapieschema ) 99 (79,8)
Standard 80 (64,5)
modifiziert 44 (35,5)
Verstorben im Follow-up
) 32 (25,8)
©) 92 (74,2

Abkurzungen: n = Anzahl; m = mannlich; w = weiblich.
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Tabelle 5.2: Pathologische Parameter des Patientenkollektivs (n = 124)

Pathologische Merkmale n (%) Fortsetzung Tabelle 5.2 n (%)
Gesamt 124 (100) Gesamt 124 (100)
TumorgréRe (cm) Dworak
<4 92 (74,2 Grad 1 10 (8,1)
24 32 (25,8) Grad 2 75 (60,5)
ypT-Klassifikation Grad 3 18  (14)5)
Grad 4 21 16,9
ypTO 2 (17.7) a (16.9)
ypT1 9 (7.3) Veneninvasion
ypT2 32 (25,8) VO 106 (85,5)
ypT3 51  (41,1) Vi 18  (14,5)
ypT4a 5 (4.0) LymphgefaBinvasion
ypT4b 5 (4,0) LO 113 (91,1)
ypN-Klassifikation L1 1 (8,9)
ypNO 73 (589 Muzin im Resektat
ypNla 15 (121) &) 87  (70,2)
ypN1b 13 (10,5) (+) 37 (29,8)
ypNle o (7.3) Kalk im Resektat
ypN2a 11 (8,9) ) 73 (58.9)
ypN2b 3 (2,4) +) 51 (41,1)

cM-Klassifikation Regressive Lymphknoten

cMO 111 (89,5) ) 110 (88,7)
cM1 13 (10,9 (+) 14 (11,3)
Grading Immunreaktion im Resektat
GX 21 (16,9) & 12 (9,7)
G1 3 (2,4) ) 112 (90,3)
G2 70 (56,5)
G3 25 (20,2
G4 5 (4,0)

Abklrzungen: n = Anzahl.

3.2 Vollstdndige Remission

Wie bereits erklart, bedeutet vollstandige Remission beziehungsweise pCR, dass nach
neoadjuvanter Therapie keine vitalen Tumorzellen mehr im Gewebe nachweisbar sind.
Diese Erscheinung kann dem Regressionsgrad 4 nach Dworak gleichgesetzt werden. In
dem untersuchten Kollektiv gab es n = 21 solcher Félle, was insgesamt 16,9% des ge-
samten Patientenkollektivs betrug. Davon waren 14 mannliche und 7 weibliche Patienten.
Bezogen auf alle mé&nnlichen Patienten des Kollektivs (n = 87, 100%), waren es 16,1%
der Manner, die nach der neoadjuvanten Radiochemotherapie tumorfrei wurden. Unter
allen weiblichen Patienten (n = 37, 100%) erzielten 18,9% der Frauen die Tumorfreiheit.
Der Altersdurchschnitt fir Patienten mit vollstdndiger Remission betrug 67,1 Jahre (siehe
Tabelle 7.1).
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3.3 Uberblick zur Auswertung des Tumor Budding

Wie in dem Methodenteil bereits erklart, ist Budding definiert im Vorhandensein von ein-
zelnen Tumorzellen oder Tumorzellclustern. Da Budding demzufolge nur ausgewertet
werden kann, wenn Tumorzellen vorhanden sind, wurden alle Falle mit vollstandiger Re-
mission (n = 21) bei den statistischen Analysen ausgeschlossen, da ihre Auswertung
nichts Uber das Budding aussagen kann. Insgesamt standen damit 103 H&E-Féalle und
99 AE1/AE3-Falle zur Auswertung zur Verfigung. Die einzelnen Methoden, mit denen
das Budding in dieser Arbeit ausgewertet wurde, und die dazugehdrigen Haufigkeiten
werden in der Tabelle 6 untereinander aufgelistet. Nach der Methode von Hase im H&E
gab es 63 Falle (61,2%) ohne Budding und 40 Falle (38,8%) mit Budding, nach Ueno
zeigte sich eine ahnliche Anzahl der Falle und zwar 65 (63,1%) mit und 38 (36,9%) ohne
Budding. In der Keratinfarbung zeigten sich fir beide Methoden die gleichen Haufigkei-
ten, namlich 44 Falle (44,4%) ohne Budding versus 55 Falle (55,6%) mit Budding. Die
Auswertung des Budding nach der Keratinfarbung ergab somit 15 beziehungsweise 17
budding-positive Falle mehr.

Tabelle 6: Methoden der Auswertung und Haufigkeiten des Tumor Budding. Nach Ausschluss der 21 Félle mit
vollstandiger Remission: H&E: n = 103, AE1/AE3: n = 99

H&E AE1/AE3
n (%) n (%)

Gesamt 103 (100) 99 (100)
Hase

m BD-1 (kein bis mildes Budding) 63 (61,2) 44 (44,4)

m BD-2 (moderat bis schweres Budding) 40 (38,8) 55 (55,6)
Ueno

m budding-negativ (< 5 Buds) 65 (63,1) 44 (44,4)

m budding-positiv (= 5 Buds) 38 (36,9) 55 (55,6)

Abkurzungen: n = Anzahl.

3.4 Auswertung nach Hase

3.4.1 Budding in Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern im H&E

Tumor Budding, ausgewertet nach der Methode von Hase im H&E, sowie die vollstandige
Tumorremission zeigten keinen signifikanten Zusammenhang zum Alter oder zum Ge-
schlecht (Tabelle 7.1). Budding im Resektat wurde bei 27 beziehungsweise 31,0% der
Manner (bezogen auf alle mannlichen Patienten des Kollektivs [n = 87]) und bei 13 be-
ziehungsweise 35,1% der Frauen (bezogen auf alle weiblichen Patienten des Kollektivs
[n = 37]) beobachtet. Kein Budding wurde bei 46 beziehungsweise 52,9% der Manner
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(bezogen auf alle ménnlichen Patienten des Kollektivs [n = 87]) und bei 17 beziehungs-
weise 46,0% der Frauen (bezogen auf alle weiblichen Patienten des Kollektivs [n = 37])
festgestellt. Der Altersdurchschnitt lag bei Patienten mit Budding bei 66 und ohne Bud-
ding bei 63 Jahren. Die Angaben zum Alter und Geschlecht kdnnen der untenstehenden
Tabelle entnommen werden.

Signifikante Korrelationen zeigten sich zwischen Budding und der ypT-, ypN- und der cM-
Klassifikation (p = 0,001; p = 0,004 und p = 0,030): Patienten mit Budding hatten eine
gro3ere Tumorinfiltrationstiefe, mehr befallene LK und synchrone Metastasen zum Zeit-
punkt der Diagnose. Aul3erdem zeigte sich eine signifikante Korrelation zu den Non-Res-
pondern (p = 0,001), also zu Patienten ohne bis wenig Tumorregression. Denn bei fast
allen Dworak-Grad-1-Patienten konnte man Tumor Budding beobachten. Umgekehrt hat-
ten Responder eher keine Buds. Weiterhin gab es eine signifikante Korrelation von Bud-
ding zur LymphgefaRinvasion (p = 0,002), sodass Patienten mit Buds gleichzeitig mehr
befallene Lymphgefal3e hatten. Ferner fand sich eine signifikante Korrelation von Bud-
ding zur Immunreaktion (p = 0,033): Patienten mit einer starkeren Immunreaktion hatten
eher weniger Budding. Abschliel3end gab es signifikante Korrelationen sowohl zwischen
Budding und einem postoperativen Rezidiv als auch dem Tod (p = 0,017 und p = 0,003).
Keine Assoziation mit Budding zeigte sich bei der Tumorgréf3e (p = 0,296), bei der Ve-
neninvasion (p = 0,285), bei Muzin und Kalk im Resektat (p = 0,823 und p = 0,157) und
bei regressiven LK (p = 0,399). Die vollstandigen Daten sind in der Tabelle 7.2 auf der
nachsten Seite dargestellt, zur Veranschaulichung wurden die signifikanten P-Werte fett

hervorgehoben.

Tabelle 7.1: Budding in Korrelation zu klinischen Parametern, ausgewertet nach der Methode von Hase im H&E

Gesamt BD-1 BD-2 Volistandige
Remission

n MW SD n MW SD n MW SD n MW SD P
Alter 124 64,7 9,8 63 63,0 8,8 40 66,0 115 21 67,1 8,4 0,145

n (%) n (%) n (%) n (%) P
Geschlecht
m 87  (100) 46 (52,9) 27 (31,0) 14 (16,1) 0,805
w 37  (100) 17 (46,0) 13 (35,1) 7 (18,9)

Abkilrzungen: BD-1 = kein oder mildes Budding; BD-2 = moderat bis schweres Budding; n = Anzahl; MW = Mittelwert
(Jahre); SD = Standardabweichung (Jahre); P = P-Wert; m = ménnlich; w = weiblich.
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Tabelle 7.2: Budding in Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern, ausgewertet nach der Methode von
Hase im H&E. Nach Ausschluss der 21 Falle mit vollstandiger Remission: n = 103

Gesamt BD-1 BD-2
n n (%) n (%) P
Gesamt 103 63 (61,2) 40 (38,8)
TumorgréfRe (cm)
<4 73 47 (64,4) 26 (35,6) 0,296
24 30 16 (53,3) 14 (46,7)
ypT-Klassifikation
ypTO-1 10 9 (90,0) 1 (10,0) 0,001
ypT2 32 26 (81,25) 6 (18,8)
ypT3 51 25 (49,0) 26 (51,0)
ypT4 10 3 (30,0) 7 (70,0)
ypN-Klassifikation
ypNO 52 40 (76,9) 12 (23,1) 0,004
ypN1 37 17 (45,9) 20 (54,1)
ypN2 14 6 (42,9) 8 (57,1)
cM-Klassifikation
cMO 90 59 (65,6) 31 (34,4) 0,030
cM1 13 4 (30,8) 9 (69,2)
Dworak
Grad 1 10 2 (20,0) 8 (80,0) 0,001
Grad 2 75 45 (60,0) 30 (40,0)
Grad 3 18 16 (88,9) 2 (11,2)
Veneninvasion
) 85 54 (63,5) 31 (36,5) 0,285
(+) 18 9 (50,0) 9 (50,0)
LymphgeféRinvasion
) 92 61 (66,3) 31 (33,7) 0,002
(+) 11 2 (18,2) 9 (81,8)
Muzin im Resektat
) 76 46 (60,5) 30 (39,5) 0,823
(+) 27 17 (63,0) 10 (37,0)
Kalk im Resektat
) 58 32 (55,2) 26 (44,8) 0,157
+) 45 31 (68,9) 14 (31,1)
Regressive Lymphknoten
) 91 57 (62,6) 34 (37,4) 0,399
(+) 12 6 (50,0) 6 (50,0)
Immunreaktion im Resektat
=) 10 3 (30,0) 7 (70,0) 0,033
+) 93 60 (64,5) 33 (35,5)
Rezidiv
) 80 54 (67,5) 26 (32,5) 0,017
(+) 23 9 (39,1) 14 (60,9)
Tod
=) 76 53 (69,7) 23 (30,3) 0,003
+) 27 10 (37,0 17 (63,0)

Abkurzungen: BD-1 = kein oder mildes Budding; BD-2 = moderat bis schweres Budding; n = Anzahl; P = P-Wert.
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3.4.2 Budding in Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern im AE1/AE3
Patientenalter und -geschlecht korrelierten auch nach der Zytokeratinfarbung nicht mit
dem Tumor Budding. Im Unterschied zur Auswertung im H&E waren Patienten ohne Bud-
ding in der AE1/AE3-Farbung im Durchschnitt 62 Jahre alt und damit 4 Jahre jinger als
Patienten mit Budding, die im Durchschnitt 66 Jahre alt waren. Budding wurde bei 40
beziehungsweise 47,0% der Manner (bezogen auf alle mannlichen Patienten des Kollek-
tivs [n = 85]) und bei 15 beziehungsweise 42,9% der Frauen (bezogen auf alle weiblichen
Patienten des Kollektivs [n = 35]) beobachtet. Kein Budding wurde bei 31 beziehungs-
weise 36,5% der Manner (bezogen auf alle mannlichen Patienten des Kollektivs [n = 85])
und bei 13 beziehungsweise 37,1% der Frauen (bezogen auf alle weiblichen Patienten
des Kollektivs [n = 35]) festgestellt. Insgesamt gab es nach der AE1/AE3-Farbung mehr
budding-positive Manner und Frauen im Vergleich zur Auswertung im H&E (Tabelle 8.1).
In den mit AE1/AE3 gefarbten Schnitten gab es ebenfalls signifikante Korrelationen zwi-
schen Budding und einem hohen ypT- und ypN-Stadium (p < 0,001 und p < 0,001). Auch
die Non-Response und die Lymphgefal3invasion zeigten eine Assoziation zu Budding (p
= 0,001 und p = 0,012). Ferner gab es signifikante Zusammenhange zwischen Budding
und postoperativem Rezidiv und dem Tod (p = 0,001 und p = 0,009). Anders als im H&E-
Schnitt gab es in der Keratinfarbung keine Signifikanz bezuglich der distalen Metastasie-
rung zum Zeitpunkt der Diagnose (p = 0,178) und einer vorhandenen Immunreaktion (P
=0,101). Genau wie im H&E-Schnitt zeigte sich keine Assoziation zwischen Budding und
der TumorgrofRRe (p = 0,122), der Veneninvasion (p = 0,404), Muzin und Kalk im Resektat
(p = 0,959 und p = 0,113) und regressiven LK (p = 0,063). Die vollstandigen Daten sind
in der Tabelle 8.2 auf der nachsten Seite dargestellt.

Tabelle 8.1: Budding in Korrelation zu klinischen Parametern, ausgewertet nach der Methode von Hase in der
AE1/AE3-Féarbung

Gesamt BD-1 BD-2 Volistandige
Remission

n MW SD n MW SD n MW SD n MW SD P
Alter 120 64,5 9,7 44 62,0 9,6 55 65,6 10,1 21 67,1 8,4 0,081

no (%) no (%) no (%) no (%) P
Geschlecht
m 85  (100) 31 (365) 40 (47,0 14 (16,5 0,872
w 35  (100) 13 (37,1 15 (42,9) 7 (20,0)

Abkurzungen: BD-1 = kein oder mildes Budding; BD-2 = moderat bis schweres Budding; n = Anzahl; MW = Mittel-
wert (Jahre); SD = Standardabweichung (Jahre); P = P-Wert; m = ménnlich; w = weiblich.
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Tabelle 8.2: Budding in Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern, ausgewertet nach der Methode von
Hase in der AE1/AE3-Farbung. Nach Ausschluss der 21 Falle mit vollstdndiger Remission: n = 99

Gesamt
n n (%) n (%) P
Gesamt 99 44 (44,4) 55 (55,6)
TumorgréfRe (cm)
<4 71 35 (49,3) 36 (50,7) 0,122
24 28 9 (32,2) 19 (67,9)
ypT-Klassifikation
ypTO-1 10 10 (100) 0 0) < 0,001
ypT2 31 19 (61,3) 12 (38,7)
ypT3 49 13 (26,5) 36 (73,5)
ypT4 9 2 (22,2) 7 (77,8)
ypN-Klassifikation
ypNO 50 32 (64,0) 18 (36,0) < 0,001
ypN1 37 (24,3) 28 (75,7)
ypN2 12 (25,0) 9 (75,0)
cM-Klassifikation
cMO 89 42 (47,2) 47 (52,8) 0,178
cM1 10 2 (20,0) 8 (80,0)
Dworak
Grad 1 10 1 (10,0) 9 (90,0) 0,001
Grad 2 71 29 (40,8) 42 (59,2)
Grad 3 18 14 (77,8) 4 (22,2)
Veneninvasion
) 82 38 (46,3) 44 (53,7) 0,404
+) 17 6 (35,3) 11 (64,7)
LymphgeféRinvasion
) 88 43 (48,9) 45 (51,1) 0,012
(+) 11 1 9,1) 10 (90,9)
Muzin im Resektat
) 74 33 (44.6) 41 (55,4) 0,959
(+) 25 11 (44,0) 14 (56,0)
Kalk im Resektat
) 56 21 (37,5) 35 (62,5) 0,113
+) 43 23 (53,5) 20 (46,5)
Regressive Lymphknoten
) 88 42 47,7) 46 (52,3) 0,063
+) 11 2 (18,2) 9 (81,8)
Immunreaktion im Resektat
) 10 2 (20,0) 8 (80,0) 0,101
+) 89 42 (47,2) 47 (52,8)
Rezidiv
) 76 41 (53,9) 35 (46,1) 0,001
(+) 23 3 (13,0) 20 (87,0)
Tod
=) 75 39 (52,0) 36 (48,0) 0,009
) 24 5 (20,8) 19 (79,2)

Abklrzungen: BD-1 = kein oder mildes Budding; BD-2 = moderat bis schweres Budding; n = Anzahl; P = P-Wert.
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3.4.3 Univariate und multivariate Cox-Regressionsmodelle

Mit den univariaten und multivariaten Cox-Regressionsmodellen kann der Einfluss der
erfassten Parameter auf das Uberleben ermittelt werden. In der univariaten Regressions-
analyse wird jeder Faktor fur sich einzeln betrachtet. Dabei ist es nicht ausgeschlossen,
dass mehrere Parameter sich auch gegenseitig beeinflussen kdnnen und nicht véllig un-
abhangig sind. Deshalb wird, um den Einfluss aller im Modell genannten Faktoren zu
berticksichtigen, die multivariate Regressionsanalyse durchgefiihrt. Dabei zeigt das mul-
tivariate Cox-Regressionsmodell nicht nur, ob die Parameter einen unabhangigen Ein-
fluss auf das Uberleben haben, sondern auch, wie stark deren Einfluss ist. Wie in dem
Methodenteil bei Kapitel 3.6 Statistische Auswertung bereits beschrieben, gingen nur Pa-
tienten mit Resttumor nach neoadjuvanter Therapie in die Analysen ein. Fir die Rech-
nung der anderen zwei Parameter wurde dieselbe Patientenzahl verwendet, die bei der
Auswertung des Budding zur Verfigung stand (H&E: n = 103, AE1/AE3: n = 99).

Krankheitsfreies Uberleben und Budding nach der Methode von Hase

Sowohl in der Auswertung im H&E als auch in der AE1/AE3-Farbung hatte Tumor Bud-
ding in den univariaten Analysen einen signifikanten Einfluss auf das DFS (im H&E: HR
3,19; 95%-Cl 1,64-6,20; p = 0,001 und im AE1/AE3: HR 5,10; 95%-CI 2,20-11,85; p <
0,001). Einen weiteren Einfluss auf das DFS hatte in den univariaten Analysen eine ho-
here ypT-Klassifikation. Aufgrund der unterschiedlichen Patientenzahl fur die Auswertung
des Budding im H&E beziehungsweise im AE1/AE3 errechneten sich bei n = 103 Patien-
ten fir ypT3-4 eine HR von 4,20 (95%-CI von 1,83-9,66; p = 0,001) und fur n = 99 Pati-
enten eine HR von 3,80 (95%-CI von 1,64-8,83; p = 0,002). Auch der dritte Parameter,
die ypN-Klassifikation, hatte in den univariaten Analysen einen signifikanten Einfluss auf
das DFS (fur n = 103 Patienten eine HR von 2,34 im 95%-Cl von 1,16-4,68; p = 0,017
und fir n = 99 Patienten eine HR von 2,30 im 95%-Cl von 1,11-4,76; p = 0,025).

In der multivariaten Analyse blieb Budding sowohl in der Auswertung im H&E als auch in
der Auswertung mit der AE1/AE3-Farbung signifikant beziiglich des DFS (im H&E: HR
2,21; 95%-Cl 1,03-4,32; p = 0,042 und im AE1/AE3: HR 3,63; 95%-CI 1,42-9,30; p =
0,007). Ebenfalls signifikant zeigte sich die ypT-Klassifikation mit einer HR von 3,01 im
95%-CI 1,24-7,33; p = 0,015, aber nur in derjenigen multivariaten Analyse, in welcher n
=103 Patienten eingeschlossen wurden (siehe Tabelle 9.1). In der multivariaten Analyse
blieb das in der AE1/AE3-Farbung ausgewertete Budding als einziger Parameter signifi-

kant (siehe Tabelle 9.2). Zusammengefasst heil3t das: Patienten, bei denen Budding
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nach Hase als moderat bis schwer (BD-2) diagnostiziert wurde, haben ein deutlich erhéh-

tes Risiko fir Tod oder Rezidiv im Vergleich zu Patienten ohne Budding (BD-1).

Tabelle 9.1: Ergebnisse der Cox-Regression fiir das krankheitsfreie Uberleben. Nach Ausschluss der 21 Falle mit
vollstandiger Remission: n = 103

Univariate Analyse Multivariate Analyse

Parameter HR 95%-Cl P HR 95%-ClI P
Budding H&E (nach Hase)

BD-1 1,00 1,00

BD-2 3,19 [1,64; 6,20] 0,001 2,11 [1,03; 4,32] 0,042
ypT-Klassifikation

ypTO-2 1,00 1,00

ypT3-4 4,20 [1,83; 9,66] 0,001 3,01 [1,24; 7,33] 0,015
ypN-Klassifikation

ypNO 1,00 1,00

ypN+ 2,34 [1,16; 4,68] 0,017 1,32 [0,62; 2,82] 0,466

Abkirzungen: HR = Hazard-Ratio; 95%-CIl = 95%-Konfidenzintervall fir die Hazard-Ratio; P = P-Wert; BD-1 = kein
oder mildes Budding; BD-2 = moderat bis schweres Budding.

Tabelle 9.2: Ergebnisse der Cox-Regression fiir das krankheitsfreie Uberleben. Nach Ausschluss der 21 Falle mit
vollstandiger Remission: n = 99

Univariate Analyse Multivariate Analyse

Parameter HR 95%-Cl P HR 95%-Cl P
Budding AE1/AE3 (nach Hase)

BD-1 1,00 1,00

BD-2 510 [2,20;11,85] <0,001 3,63 [1,42;9,30] 0,007
ypT-Klassifikation

ypTO-2 1,00 1,00

ypT3-4 3,80 [1,64; 8,83] 0,002 2,28 [0,92; 5,65] 0,074
ypN-Klassifikation

ypNO 1,00 1,00

ypN+ 2,30 [1,11; 4,76] 0,025 1,10 [0,50; 2,42] 0,819

Abkiirzungen: HR = Hazard-Ratio; 95%-Cl = 95%-Konfidenzintervall fiir die Hazard-Ratio; P = P-Wert; BD-1 = kein
oder mildes Budding; BD-2 = moderat bis schweres Budding.

Gesamtiberleben und Budding nach der Methode von Hase

In der univariaten Analyse hatte Tumor Budding sowohl in der Auswertung im H&E als
auch in der Auswertung im AE1/AE3-Praparat einen signifikanten Einfluss auf das OS
(im H&E: HR 3,68; 95%-Cl 1,66-8,17; p = 0,001 und im AE1/AE3: HR 4,31; 95%-CI 1,59—
11,70; p = 0,004). Ebenfalls signifikant beztglich des OS zeigte sich in der univariaten
Analyse eine hohere ypT-Klassifikation. Aufgrund der unterschiedlichen Fallzahl fanden
sich bei n =103 Patienten fur ypT3-4 eine HR von 3,01 (95%-Cl von 1,20-7,55; p = 0,019)
und far n = 99 Patienten eine HR von 2,59 (95%-CI von 1,01-6,62; p = 0,047). In der
univariaten Analyse hatte die ypN-Klassifikation keinen signifikanten Einfluss auf das OS.
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In der multivariaten Analyse blieb Budding als einziger Faktor im Modell signifikant, der
sowohl bei der Auswertung im H&E als auch im AE1/AE3 unabhéngigen Einfluss auf das
OS zeigte (im H&E: HR 3,06; 95%-CI 1,26—7,41; p = 0,013 und im AE1/AE3: HR 4,08;
95%-Cl 1,30-12,78; p = 0,016). Die ypT- und ypN-Klassifikation hatten beide in der mul-
tivariaten Analyse keinen Einfluss auf das OS. Zusammengefasst: Unabhangig von der
Farbung haben die Patienten mit moderat bis schwerem Budding ein deutlich erhdhtes
Risiko zu sterben im Vergleich zu Patienten ohne Budding.

Tabelle 10.1: Ergebnisse der Cox-Regression fir das Gesamtiiberleben. Nach Ausschluss der 21 Falle mit voll-
standiger Remission: n = 103

Univariate Analyse Multivariate Analyse

Parameter HR 95%-Cl P HR 95%-ClI P
Budding H&E (nach Hase)

BD-1 1,00 1,00

BD-2 3,68 [1,66; 8,17] 0,001 3,06 [1,26; 7,41] 0,013
ypT-Klassifikation

ypTO-2 1,00 1,00

ypT3-4 3,01 [1,20; 7,55] 0,019 2,17 [0,79; 5,98] 0,135
ypN-Klassifikation

ypNO 1,00 1,00

ypN+ 1,64 [0,74; 3,63] 0,220 1,22 [0,50; 2,96] 0,668

Abkurzungen: HR = Hazard-Ratio; 95%-CI = 95%-Konfidenzintervall fiir die Hazard-Ratio; P = P-Wert; BD-1 = kein
oder mildes Budding; BD-2 = moderat bis schweres Budding.

Tabelle 10.2: Ergebnisse der Cox-Regression fur das Gesamtiiberleben. Nach Ausschluss der 21 Félle mit voll-
stéandiger Remission: n = 99

Univariate Analyse Multivariate Analyse

Parameter HR 95%-ClI P HR 95%-Cl P
Budding AE1/AE3 (nach Hase)

BD-1 1,00 1,00

BD-2 431 [1,59;11,70] 0,004 4,08 [1,30;12,78] 0,016
ypT-Klassifikation

ypTO-2 1,00 1,00

ypT3-4 2,59 [1,01; 6,62] 0,047 1,63 [0,57; 4,60] 0,361
ypN-Klassifikation

ypNO 1,00 1,00

ypN+ 1,57 [0,68; 3,65] 0,290 1,37 [0,54; 3,51] 0,511

Abkurzungen: HR = Hazard-Ratio; 95%-Cl = 95%-Konfidenzintervall fiir die Hazard-Ratio; P = P-Wert; BD-1 = kein
oder mildes Budding; BD-2 = moderat bis schweres Budding.



Ergebnisse 34

3.4.4 Kaplan-Meier-Kurven und die Methode nach Hase

In Abbildung 5 sind die Kaplan-Meier-Kurven sowohl fir das DFS als auch fir das OS
dargestellt. Nebeneinander sind die Kurven fiir die gleichen Uberlebenszeitanalysen ab-
gebildet. Auf der linken Seite wurde das Tumor Budding im H&E-Schnitt und auf der rech-
ten Seite im AE1/AE3-gefarbten Schnitt ausgewertet. Es wurden die Uberlebenszeiten
von Patienten mit Budding mit denen ohne Budding verglichen. Um beurteilen zu kénnen,
ob es einen signifikanten Unterschied zwischen den zwei Gruppen gab, wurde der Lo-
grank-Test angewendet. Das Ergebnis des Tests war fiir alle vier Uberlebenszeitanaly-
sen signifikant und kann der Abbildung 5 entnommen werden. Patienten ohne Budding
hatten eine weiter oben liegende Uberlebenszeitkurve und damit eine langere Uberle-
benszeit beziehungsweise eine langere Zeit zum Rezidiv oder Tod.

Die 5-Jahre(5J)-DFS-Rate betrug, ausgewertet im H&E, fur Patienten ohne Budding
75,0% und fur diejenigen mit Budding 43,0%. Bei der Auswertung im AE1/AE3-Schnitt
betrug die 5J-DFS-Rate fir Patienten ohne Budding 85,0% und fir diejenigen mit Bud-
ding 46,0%. Die 5J-OS-Rate betrug, ausgewertet im H&E, fur Patienten ohne Budding
86,0% und flr diejenigen mit Budding 51,0%. Bei der Auswertung im AE1/AE3-Schnitt
betrug die 5J-OS-Rate flur Patienten ohne Budding 90,0% und fur diejenigen mit Budding
62,0%. Unabhangig von der Farbemethode zeigten Patienten mit Budding (BD-2) ein
deutlich geringeres DFS und OS.
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Abbildung 5: Kaplan-Meier-Kurven firr das krankheitsfreie Uberleben (DFS) und Gesamtiiberleben (OS). Budding
wurde mit der Methode nach Hase ausgewertet. Unabhéngig von der Farbemethode zeigten Patienten mit Budding
(BD-2) ein deutlich geringeres DFS und OS. Nach Ausschluss der 21 Falle mit vollstandiger Remission: H&E: n = 103,
AE1/AE3: n = 99. Alle Kurven wurden bei acht Jahren abgeschnitten. Zu diesem Zeitpunkt standen noch 13 Patienten
in der Analyse des DFS unter Risiko (patients at risk) und noch 15 in der Analyse des OS. Kreuze stellen zensierte
Félle dar. (A) DFS und Budding, ausgewertet im H&E (Logrank-Test p < 0,001). (B) DFS und Budding, ausgewertet
im AE1/AE3 (Logrank-Test p < 0,001). (C) OS und Budding, ausgewertet im H&E (Logrank-Test p = 0,001). (D) OS
und Budding, ausgewertet im AE1/AE3 (Logrank-Test p = 0,002).

Erst ab der folgenden Seite werden die Ergebnisse der Auswertung von der Methode
von Ueno vorgestellt, um die Ubersichtlichkeit der Untersuchungsergebnisse nicht zu

schmalern.
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3.5 Auswertung nach Ueno

3.5.1 Budding in Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern im H&E
Tumor Budding, ausgewertet nach der Methode von Ueno im H&E, hatte eine signifikante
Korrelation zum Patientenalter gezeigt (p = 0,033). Eher etwas altere Patienten, durch-
schnittlich 67 Jahre alt, waren budding-positiv im Vergleich zu den budding-negativen
Patienten, die im Durchschnitt 63 Jahre alt waren (Tabelle 11.1). Budding im Resektat
wurde bei 25 beziehungsweise 28,7% der Manner (bezogen auf alle ménnlichen Patien-
ten des Kollektivs [n = 87]) und bei 13 beziehungsweise 35,1% der Frauen (bezogen auf
alle weiblichen Patienten des Kollektivs [n = 37]) beobachtet. Kein Budding wurde bei 48
beziehungsweise 55,2% der Manner (bezogen auf alle mannlichen Patienten des Kollek-
tivs [n = 87]) und bei 17, beziehungsweise 46,0% der Frauen (bezogen auf alle weiblichen
Patienten des Kollektivs [n = 37]) festgestellt. Das Patientengeschlecht hatte keine signi-
fikante Korrelation mit Budding (p = 0,641).

Tabelle 11.1: Budding in Korrelation zu klinischen Parametern, ausgewertet nach der Methode von Ueno im H&E

Gesamt Budding-negativ Budding-positiv ng;tig?;%e
n MW SD n MW SD n MW SD n MW SD P
Alter 124 647 98 65 625 92 38 671 108 21 671 84 0,033
n (%) n (%) n (%) n (%) P
Geschlecht
m 87  (100) 48 (55,2) 25 (28,7) 14 (16,1) 0,641
w 37  (100) 17  (46,0) 13 (35,1) 7 (18,9)

Abkqtr)lz_u}?gen: n = Anzahl; MW = Mittelwert (Jahre); SD = Standardabweichung (Jahre); P = P-Wert; m = mannlich; w
= weinlicn.

Bei der Auswertung nach der Methode von Ueno war Tumor Budding assoziiert mit einer
hoheren ypT- und ypN-Klassifikation (p = 0,001 und p = 0,006), mit einem niedrigen Tu-
morregressionsgrad nach Dworak (p = 0,001) und mit Veneninvasion (p = 0,019). Eben-
falls gab es signifikante Korrelationen sowohl zwischen Budding und einem postoperati-
ven Rezidiv als auch dem Tod (p = 0,002 und p = 0,005). Keine Assoziation mit Budding
zeigte sich bei der Tumorgréf3e (p = 0,188), bei synchronen Metastasen zum Zeitpunkt
der OP (p = 0,066), bei der Lymphgefal3invasion (p = 0,052), bei Muzin und Kalk im Re-
sektat (p = 0,655 und p = 0,510), bei regressiven LK (p = 0,102) und einer Immunreaktion
im Resektat (p = 0,366). Diese Daten kénnen in der Tabelle 11.2 auf der nachsten Seite

nachgeschlagen werden.
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Tabelle 11.2: Budding in Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern, ausgewertet nach der Methode von
Ueno im H&E. Nach Ausschluss der 21 Falle mit vollstandiger Remission: n = 103

Gesamt Budding-negativ Budding-positiv
n n (%) n (%) P
Gesamt 103 65 (63,1) 38 (36,9)
TumorgréfRe (cm)
<4 73 49 (67,1) 24 (32,9) 0,188
24 30 16 (53,3) 14 (46,7)
ypT-Klassifikation
ypTO-1 10 10 (100) 0 (0) 0,001
ypT2 32 26 (81,3) 6 (18,8)
ypT3 51 25 (49,0) 26 (51,0)
ypT4 10 4 (40,0) 6 (60,0)
ypN-Klassifikation
ypNO 52 40 (76,9) 12 (23,1) 0,006
ypN1 37 20 (54,1) 17 (45,9)
ypN2 14 5 (35,7) 9 (64,3)
cM-Klassifikation
cMO 90 60 (66,7) 30 (33,3) 0,066
cM1 13 5 (38,5) 8 (61,5)
Dworak
Grad 1 10 2 (20,0) 8 (80,0) 0,001
Grad 2 75 47 (62,7) 28 (37.,3)
Grad 3 18 16 (88,9) 2 (11,2)
Veneninvasion
) 85 58 (68,2) 27 (31,8) 0,019
(+) 18 7 (38,9) 11 (61,1)
LymphgeféRinvasion
) 92 61 (66,3) 31 (33,7) 0,052
(+) 11 4 (36,4) 7 (63,6)
Muzin im Resektat
) 76 47 (61,8) 29 (38,2) 0,655
(+) 27 18 (66,7) 9 (33,3)
Kalk im Resektat
=) 58 35 (60,3) 23 (39,7) 0,510
+) 45 30 (66,7) 15 (33,3)
Regressive Lymphknoten
) 91 60 (65,9) 31 (34,2) 0,102
+) 12 5 (41,7) 7 (58,3)
Immunreaktion im Resektat
) 10 5 (50,0) 5 (50,0) 0,366
+) 93 60 (64,5) 33 (35,5)
Rezidiv
) 80 57 (71,3) 23 (28,7) 0,002
(+) 23 8 (34,8) 15 (65,2)
Tod
-) 76 54 (71,2) 22 (28,9) 0,005
+) 27 11 (40,7) 16 (59,3)

Abkurzungen: n = Anzahl; P = P-Wert.
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3.5.2 Budding in Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern im AE1/AE3
Tumor Budding, ausgewertet in der AE1/AE3-Farbung, zeigte keine Korrelation zum Pa-
tientenalter oder -geschlecht (Tabelle 12.1). Patienten ohne Budding waren im Durch-
schnitt 62 Jahre alt, wahrend diejenigen mit Budding durchschnittlich 66 Jahre alt waren.
Budding wurde bei 37 beziehungsweise 43,5% der Manner (bezogen auf alle mannlichen
Patienten des Kollektivs [n = 85]) und bei 18 beziehungsweise 51,4% der Frauen (bezo-
gen auf alle weiblichen Patienten des Kollektivs [n = 35]) beobachtet. Kein Budding wurde
bei 34 beziehungsweise 40,0% der Manner (bezogen auf alle mannlichen Patienten des
Kollektivs [n = 85]) und bei 10 beziehungsweise 28,6% der Frauen (bezogen auf alle

weiblichen Patienten des Kollektivs [n = 35]) festgestellt.

Tabelle 12.1: Budding in Korrelation zu klinischen Parametern, ausgewertet nach der Methode von Ueno in der
AE1/AE3-Farbung

Gesamt Budding-negativ Budding-positiv ng;tig?;%e
n MW SD n MW SD n MW SD n MW SD P
Alter 120 645 97 44 618 96 55 657 98 21 671 84 0,061
n (%) n (%) n (%) n (%) P
Geschlecht
m 85  (100) 34  (40,0) 37 (43,5 14 (16,5) 0,497
w 35  (100) 10 (28,6) 18 (51,4) 7 (20,0)

Abkqtglgur?gen: n = Anzahl; MW = Mittelwert (Jahre); SD = Standardabweichung (Jahre); P = P-Wert; m = mannlich; w
= weiblich.

Nach der Auswertung des Budding in der AE1/AE3-Farbung gab es signifikante Korrela-
tionen zwischen Budding und einem héheren ypT- und ypN-Stadium (p < 0,001 und p =
0,021) und zur Non-Response (p = 0,001). Ebenso gab es signifikante Zusammenhange
zwischen Budding und einem postoperativen Rezidiv und dem Tod (p = 0,001 und p =
0,002). Im Unterschied zum H&E gab es in der AE1/AE3-Auswertung signifikante Korre-
lationen zwischen Budding und der Tumorgréf3e (p = 0,014) sowie Budding und Kalzifi-
kationen (p = 0,046): Ein Tumor ab 4 cm war eher budding-positiv und ein Tumor mit
Kalzifikation eher budding-negativ. Ferner zeigte sich im Unterschied zum H&E eine sig-
nifikante Korrelation zwischen Budding und einer Lymphgeféaf3invasion (p = 0,002): Alle
Patienten mit einer Lymphgefal3invasion waren auch budding-positiv. Im Unterschied
zum H&E gab es bei Budding nach der AE1/AE3-Féarbung keine Korrelation zur Metasta-
sierung zum Diagnosezeitpunkt (p = 0,178), zur Veneninvasion (p = 0,404) und zu einer
Immunreaktion (p = 0,101). Wie im H&E zeigte sich keine Assoziation zwischen Budding
und Muzin (p = 0,679) und zu regressiven LK (p = 0,063) (Tabelle 12.2).
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Tabelle 12.2: Budding in Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern, ausgewertet nach der Methode von
Ueno in der AE1/AE3-Farbung. Nach Ausschluss der 21 Falle mit vollstandiger Remission: n = 99

Gesamt Budding-negativ Budding-positiv
n n (%) n (%) P
Gesamt 99 44 (44,4) 55 (55,6)
TumorgréfRe (cm)
<4 71 37 (52,1) 34 (47,9) 0,014
24 28 7 (25,0) 21 (75,0)
ypT-Klassifikation
ypTO-1 10 9 (90,0) 1 (10,0) < 0,001
ypT2 31 19 (61,3) 12 (38,7)
ypT3 49 15 (30,6) 34 (69,4)
ypT4 9 1 (11,1) 8 (88,9)
ypN-Klassifikation
ypNO 50 29 (58,0) 21 (42,0) 0,021
ypN1 37 12 (32,4) 25 (67,6)
ypN2 12 3 (25,0) 9 (75,0)
cM-Klassifikation
cMO 89 42 (47,2) 47 (52,8) 0,178
cM1 10 2 (20,0) 8 (80,0)
Dworak
Grad 1 10 1 (10,0) 9 (90,0) 0,001
Grad 2 71 29 (40,8) 42 (59,2)
Grad 3 18 14 (77,8) 4 (22,2)
Veneninvasion
) 82 38 (46,3) 44 (53,7) 0,404
+) 17 6 (35,3) 11 (64,7)
LymphgeféRinvasion
) 88 44 (50,0) 44 (50,0) 0,002
(+) 11 0 (0,0) 11 (100)
Muzin im Resektat
) 74 32 (43,2) 42 (56,8) 0,679
(+) 25 12 (48,0) 13 (52,0)
Kalk im Resektat
) 56 20 (35,7) 36 (64,3) 0,046
(+) 43 24 (55,8) 19 (44,2)
Regressive Lymphknoten
) 88 42 47,7) 46 (52,3) 0,063
+) 11 2 (18,2) 9 (81,8)
Immunreaktion im Resektat
) 10 2 (20,0) 8 (80,0) 0,101
+) 89 42 (47,2) 47 (52,8)
Rezidiv
) 76 41 (53,9) 35 (46,1) 0,001
(+) 23 3 (13,0) 20 (87,0)
Tod
-) 75 40 (53,3) 35 (46,7) 0,002
+) 24 4 (16,7) 20 (83,3)

Abkurzungen: n = Anzahl; P = P-Wert.
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3.5.3 Univariate und multivariate Cox-Regressionsmodelle

Krankheitsfreies Uberleben und Budding nach der Methode von Ueno

Auch nach der Methode von Ueno hatte Tumor Budding in der univariaten Analyse in
beiden Fallen, also sowohl in der Auswertung im H&E als auch in der AE1/AE3-Farbung,
einen signifikanten Einfluss auf das DFS (im H&E: HR 3,54; 95%-CI 1,82-6,89; p < 0,001
und im AE1/AE3: HR 6,23; 95%-Cl 2,57-15,31; p < 0,001). Die Ergebnisse der Auswer-
tung der ypT- und ypN-Klassifikation blieben unverandert zum Kapitel 4.4.3 Univariate
und multivariate Cox-Regressionsmodelle. Um Redundanzen zu vermeiden, kdbnnen die
genauen Werte sowohl den Tabellen 13.1 und 13.2 als auch dem genannten Abschnitt
enthommen werden.

In der multivariaten Analyse blieb Budding sowohl in der Auswertung im H&E als auch in
der Auswertung im AE1/AE3 signifikant bezuglich des DFS (im H&E: HR 2,34; 95%-CI
1,14-4,79; p = 0,020 und im AE1/AE3: HR 4,59; 95%-ClI 1,79-11,72; p = 0,001). Eben-
falls zeigte sich die ypT-Klassifikation mit einer HR von 2,85 im 95%-CI 1,16-7,02; p =
0,023 signifikant aber nur in derjenigen multivariaten Analyse, in welche n = 103 Patien-
ten eingeschlossen wurden (siehe Tabelle 13.1). Ahnlich wie bei der Methode nach Hase,
blieb in der multivariaten Analyse das in der AE1/AE3-Farbung ausgewertete Budding als
einziger Parameter signifikant (siehe Tabelle 13.2) und dominierte Uber die restlichen
Faktoren. Zusammenfassend: Tumor-budding-positive-Patienten haben ein deutlich er-
hohtes Risiko fur Tod oder Rezidiv, verglichen mit budding-negativen Patienten, unab-

hangig davon, mit welcher Farbemethode ausgewertet wurde.

Tabelle 13.1: Ergebnisse der Cox-Regression fiir das krankheitsfreie Uberleben. Nach Ausschluss der 21 Félle
mit vollstdndiger Remission: n = 103

Univariate Analyse Multivariate Analyse

Parameter HR 95%-ClI P HR 95%-ClI P
Budding H&E (nach Ueno)

Budding-negativ 1,00 1,00

Budding-positiv 3,54 [1,82;6,89] <0,001 2,34 [1,14; 4,79] 0,020
ypT-Klassifikation

ypTO-2 1,00 1,00

ypT3-4 4,20 [1,83; 9,66] 0,001 2,85 [1,16; 7,02] 0,023
ypN-Klassifikation

ypNO 1,00 1,00

ypN+ 2,34 [1,16; 4,68] 0,017 1,34 [0,63; 2,83] 0,449

Abkurzungen: HR = Hazard-Ratio; 95%-CI| = 95%-Konfidenzintervall fir die Hazard-Ratio; P = P-Wert.
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Tabelle 13.2: Ergebnisse der Cox-Regression fiir krankheitsfreies Uberleben. Nach Ausschluss der 21 Falle mit
vollstandiger Remission: n = 99

Univariate Analyse Multivariate Analyse

Parameter HR 95%-Cl P HR 95%-Cl P
Budding AE1/AE3 (nach Ueno)

Budding-negativ 1,00 1,00

Budding-positiv 6,23 [2,57;15,31] <0,001 4,59 [1,79;11,72] 0,001
ypT-Klassifikation

ypTO-2 1,00 1,00

ypT3-4 3,80 [1,64; 8,83] 0,002 2,16 [0,87; 5,34] 0,095
ypN-Klassifikation

ypNO 1,00 1,00

ypN+ 2,30 [1,11; 4,76] 0,025 1,29 [0,60; 2,77] 0,516

Abkurzungen: HR = Hazard-Ratio; 95%-CI = 95%-Konfidenzintervall fir die Hazard-Ratio; P = P-Wert.

Gesamtuberleben und Budding nach der Methode von Ueno

Auch hier hatte Tumor Budding in der univariaten Analyse sowohl in der Auswertung im
H&E als auch in der Auswertung im AE1/AE3 einen signifikanten Einfluss auf das OS (im
H&E: HR 3,43; 95%-Cl 1,57-7,52; p = 0,002 und im AE1/AES3: HR 5,76; 95%-CI 1,95—
17,01; p = 0,002). Ebenfalls einen signifikanten Einfluss hatte in der univariaten Analyse
eine hohere ypT-Klassifikation (Tabellen 14.1 und 14.2). Die ypN-Klassifikation hatte kei-
nen signifikanten Einfluss auf das OS. In der multivariaten Analyse blieb Budding als
einziger Faktor signifikant, der sowohl bei der Auswertung im H&E als auch in der Aus-
wertung im AE1/AE3 unabhangigen Einfluss aufs OS zeigte (im H&E: HR 2,72; 95%-CI
1,15-6,44; p = 0,023 und im AE1/AE3: HR 5,19; 95%-CI 1,62-16,61; p = 0,006). Damit
hatten budding-positive-Patienten ein deutlich erhéhtes Risiko zu sterben im Vergleich
zu Patienten ohne Budding, unabhangig von der Farbung.

Tabelle 14.1: Ergebnisse der Cox-Regression fur das Gesamtiiberleben. Nach Ausschluss der 21 Félle mit voll-
stéandiger Remission: n = 103.

Univariate Analyse Multivariate Analyse

Parameter HR 95%-ClI P HR 95%-ClI P
Budding H&E (nach Ueno)

Budding-negativ 1,00 1,00

Budding-positiv 3,43 [1,57; 7,52] 0,002 2,72 [1,15; 6,44] 0,023
ypT-Klassifikation

ypTO-2 1,00 1,00

ypT3-4 3,01 [1,20; 7,55] 0,019 2,17 [0,78; 6,06] 0,140
ypN-Klassifikation

ypNO 1,00 1,00

ypN+ 1,64 [0,74; 3,63] 0,220 1,12 [0,46; 2,71] 0,803

Abkilirzungen: HR = Hazard-Ratio; 95%-Cl = 95%-Konfidenzintervall fiir die Hazard-Ratio; P = P-Wert.
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Tabelle 14.2: Ergebnisse der Cox-Regression fiir das Gesamtiiberleben. Nach Ausschluss der 21 Falle mit voll-
stéandiger Remission: n = 99

Univariate Analyse Multivariate Analyse

Parameter HR 95%-Cl P HR 95%-Cl P
Budding AE1/AE3 (nach Ueno)

Budding-negativ 1,00 1,00

Budding-positiv 576  [1,95;17,01] 0,002 5,16 [1,62;16,61] 0,006
ypT-Klassifikation

ypTO-2 1,00 1,00

ypT3-4 2,59 [1,01; 6,62] 0,047 1,50 [0,53; 4,26] 0,443
ypN-Klassifikation

ypNO 1,00 1,00

ypN+ 1,57 [0,68; 3,65] 0,290 1,18 [0,47; 2,92] 0,727

Abkurzungen: HR = Hazard-Ratio; 95%-CI = 95%-Konfidenzintervall fir die Hazard-Ratio; P = P-Wert.

3.5.4 Kaplan-Meier-Kurven und die Methode nach Ueno

In Abbildung 6 sind die Kaplan-Meier-Kurven sowohl fur das DFS als auch fur das OS
abgebildet. Ferner kann der P-Wert des Logrank-Tests in den Boxen abgelesen werden.
Fur alle Gruppenvergleiche liel3 sich ein signifikanter P-Wert errechnen. Die 5J-DFS-Rate
betrug, ausgewertet im H&E, fur Patienten ohne Budding 75,0% und fir diejenigen mit
Budding 39,0%. Bei der Auswertung im AE1/AE3-Schnitt betrug die 5J-DFS-Rate fur Pa-
tienten ohne Budding 87,0% und fur diejenigen mit Budding 44,0%. Die 5J-OS-Rate be-
trug, ausgewertet im H&E, fur Patienten ohne Budding 84,0% und fir diejenigen mit Bud-
ding 53,0%. Bei der Auswertung im AE1/AE3 betrug die 5J-OS-Rate fur Patienten ohne
Budding 92,0% und fur diejenigen mit Budding 59,0%. Unabhangig von der Farbeme-
thode zeigten nach der Methode von Ueno budding-positive-Patienten ein deutlich gerin-
geres DFS und OS.
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Abbildung 6: Kaplan-Meier-Kurven fir das krankheitsfreie Uberleben (DFS) und Gesamtiiberleben (OS). Budding
wurde mit der Methode nach Ueno ausgewertet. Unabhéangig von der Farbemethode zeigten budding-positive-Patien-
ten ein deutlich geringeres DFS und OS. Nach Ausschluss der 21 Falle mit vollstandiger Remission: H&E: n = 103,
AE1/AE3: n = 99. Alle Kurven wurden bei acht Jahren abgeschnitten. Zu diesem Zeitpunkt standen noch 13 Patienten
in der Analyse des DFS unter Risiko (patients at risk) und noch 15 in der Analyse des OS. Kreuze stellen zensierte
Félle dar. (A) DFS und Budding, ausgewertet im H&E (Logrank-Test p < 0,001). (B) DFS und Budding, ausgewertet
im AE1/AE3 (Logrank-Test p < 0,001). (C) OS und Budding, ausgewertet im H&E (Logrank-Test p = 0,001). (D) OS
und Budding, ausgewertet im AE1/AE3 (Logrank-Test p < 0,001).

3.6 Vergleich der Methoden

Im Folgenden werden die Methoden nach Hase und nach Ueno sowohl im H&E- als auch
in der AE1/AE3-Farbung mit Hilfe des McNemar-Testes und des Kappa-MalRRes vergli-
chen. Der McNemar-Test ist in der Lage, einen signifikanten Unterschied zwischen zwei
Auswertungsarten der gleichen Tumorprobe aufzudecken. Ein bei diesem Test signifi-
kanter P-Wert sagt aus, dass es einen Unterschied gibt und dass eine Art der Auswer-
tungen eine Tendenz zu beispielsweise mehr budding-positiven Fallen hat. Um welche
Art der Auswertung es sich dabei handelt und um wie viele diskordante Falle, kann aus
einer entsprechenden Vierfeldertafel entnommen werden. Aus unseren Daten errechnete
sich ein signifikanter P-Wert fir den Vergleich — unabhangig der Methode — einer Aus-
wertung von H&E mit einer Auswertung von AE1/AE3 (siehe Abbildung 7A-D). Aus den
jeweiligen Vierfeldertafeln liel3 sich ableiten, dass mit Hilfe der AE1/AE3-Farbung mehr
budding-positive Falle entdeckt werden konnten. Wurden die Methoden innerhalb dersel-
ben Farbung miteinander verglichen, beispielsweise Hase H&E zu Ueno H&E, lag kein
signifikanter P-Wert vor (siehe Abbildung 7E-F). Das bedeutet, es gab keinen signifikan-

ten Unterschied in der Budding-Auswertung innerhalb derselben Farbung. Ferner zeigte
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das Kappa-MaR eine (fast) vollkommene Ubereinstimmung der Fallzahlen bei der Aus-
wertung des Budding innerhalb derselben Farbung (H&E zu H&E « = 0,835; AE1 zu AE1
k = 0,836). Mittelgradige Ubereinstimmung fand sich bei Hase H&E zu Ueno AE1/AE3 (k
= 0,568). Eine hohere Ubereinstimmung zeigte Hase H&E zu Hase im AE1/AE3 (k =
0,607) und Ueno H&E sowohl zu Ueno im AE1/AE3 (k = 0,609) als auch zu Hase im
AE1/AE3 (k = 0,609). Im Allgemeinen liel3 sich feststellen, dass die Ergebnisse der bei-
den Methoden nach Hase und nach Ueno nur geringgradige Veranderungen beziglich
der budding-positiven Félle innerhalb derselben Farbemethode aufzeigten. Anders ver-
hielt es sich, wenn man H&E und AE1/AE3 miteinander verglichen hat. Nach der Farbung
mit dem Zytokeratinmarker AE1/AE3 lie3en sich bei beiden Methoden mehr Buds detek-

tieren als nach der Farbung mit H&E.

A Budding Hase AE1/AE3 B Budding Ueno AE1/AE3
Negativ Positiv n Negativ Positiv n
Budding Negativ 43 19 62 Budding Negativ 42 20 62
Hase H&E Positiv 1 36 37 Hase H&E Positiv 2 28 37
n 44 55 99 n 44 55 99
Kk = 0,607 Kk = 0,568

McNemar: p < 0,001

McNemar: < 0,001

C Budding Ueno AE1/AE3 D Budding Hase AE1/AE3
Negativ Positiv n Negativ Positiv n
Budding Negativ 44 20 64 Budding Negativ 44 20 64
Ueno H&E Positiv 0 35 35 Ueno H&E Positiv 0 35 35
n 44 55 99 n 44 55 99
Kk = 0,609 Kk =0,609
McNemar: p < 0,001 McNemar: p < 0,001
E Budding Ueno H&E F Budding Ueno AE1/AE3
Negativ Positiv n Negativ Positiv n
Budding Negativ 60 3 63 Budding Negativ 40 4 44
Hase H&E Positiv 5 35 40 Hase Positiv 4 51 55
n 65 38 103 AE1/AE3 n 44 55 99
k = 0,835 Kk = 0,836

McNemar: p = 0,727 McNemar: p=1

Abbildung 7: Vergleich der angewandten Methoden in allen mdglichen Kombinationen mit Hilfe von Vierfeldertafel,
Kappa-Maf (k) und McNemar-Test. In Rot sind die diskordanten Falle dargestellt und dienen zur Visualisierung der
Unterschiede. Es zeigt sich ein signifikanter P-Wert beim McNemar-Test fir die Auswertung des Budding im H&E,
verglichen mit der Auswertung in der AE1/AE3-Farbung, unabhangig von der methodischen Auswertung (A-D). Das
bedeutet, dass es einen Unterschied innerhalb der Methoden gibt. Anhand der Vierfeldertafeln wird deutlich, dass alle
Auswertungen in der AE1/AE3 mehr budding-positive Falle zeigen. Es zeigt sich kein signifikanter P-Wert fir die Aus-
wertung des Budding innerhalb derselben Farbung (E-F). Das zeigt, dass es keinen signifikanten Unterschied in der
Budding-Auswertung innerhalb derselben Farbung gibt und beide Methoden als gleichwertig in der Detektion des Bud-
ding angesehen werden kénnen.
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4 Diskussion

Die TNM-Klassifikation ist bisher die weitverbreitetste Methode, um das Tumorstadium
zu beurteilen, um Therapieentscheidungen zu treffen und um eine Prognose beztiglich
des Uberlebens zu erstellen. Obwonhl die Klassifikation tiber die Jahre aktualisiert wird,
gibt es trotzdem Unterschiede innerhalb desselben Stadiums im klinischen Outcome der
Patienten [61,62]. Da die Prognose nach der neoadjuvanten Radiochemotherapie inner-
halb eines Stadiums unzureichend vorhersagbar ist, miissen neue prognostische Marker
die TNM-Klassifikation komplettieren, um die Patienten in unterschiedliche Risikogruppen
einzuordnen. Denn vor allem beim Rektumkarzinom ergeben sich in den verschiedenen
Stadien der Erkrankung unterschiedliche Strategien bezliglich der Therapie, sei es die
endoskopische vs. chirurgische Resektion, neoadjuvante Therapie vs. sofortige OP oder
die Frage beziglich der adjuvanten Therapie. Die verschiedenen Therapien kénnten mit
Hilfe weiterer prognostischer Marker individueller auf den Patienten zugschnitten werden.
Die vorliegende Arbeit setzt an dieser Stelle an und bewertet das Tumor Budding hin-
sichtlich seiner prognostischen Aussagekraft als zusétzlichen morphologischen Marker
des neoadjuvant therapierten Rektumkarzinoms. Da es bis 2016 keinen Konsens zur
Auswertung des Tumor Budding gab, wurde das Tumor Budding hier mit zwei verschie-

denen Methoden ausgewertet.

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Beide Methoden haben in der H&E-Auswertung &hnlich viele Félle als budding-positiv
bewertet. Die Range der budding-positiven Félle nach der Auswertung im H&E betrug
36,9-38,8%. Der Anteil der budding-positiven Falle nach der AE1/AE3-Féarbung war fur
beide Methoden 55,5%. Tumor Budding, ausgewertet in den unterschiedlichen Vorge-
hensweisen, zeigte verschiedene Assoziationen zu den einzelnen Klinisch-pathologi-
schen Merkmalen. Zusammenfassend fir alle Methoden lasst sich sagen, dass Budding
mit einer tieferen Tumorinfiltration, einem hoheren Nodalstatus, einem niedrigeren Re-
gressionsgrad nach Dworak und dem Auftreten eines postoperativen Rezidivs und dem
Tod assoziiert war. Es fanden sich keine Assoziationen zwischen Budding und dem Pa-
tientengeschlecht, der TumorgréRe und dem intratumoralen Muzin. Abbildung 8 auf der
nachsten Seite zeigt eine Zusammenstellung der einzelnen Methoden der Budding-Aus-
wertung und der jeweiligen Korrelation von Budding mit den klinisch-pathologischen Fak-

toren.
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Budding Alter Geschlecht Tu.-GrolRe ypT ypN cM Dworak Y
Hase im H&E n.s. n.s. n.s. S. S. S. S. n.s.
Hase im AE1 n.s. n.s. n.s. S. S. n.s. S. n.s.
Ueno im H&E S. n.s. n.s. S. S. p = 0,066 S. S.
Ueno im AE1 n.s. n.s. n.s. S. S. n.s. S. n.s.

Budding L Muzin Kalk Regress. LK Immun. Rezidiv Tod
Hase im H&E S. n.s. n.s. n.s. S. S. S.
Hase im AE1 S. n.s. p=0,113 p =0,063 p=0,101 S. S.
Ueno im H&E p = 0,052 n.s. n.s. p =0,102 n.s. S. S.
Ueno im AE1 S. n.s. S. p = 0,063 p =0,101 S. S.

Abbildung 8: Uberblick der Korrelationen von Budding (ausgewertet in den verschiedenen Methoden und Farbungen) zu klinisch-
pathologischen Parametern. Griine Késtchen zeigen signifikante, graue Kastchen zeigen nicht signifikante P-Werte. Die hellblauen
Késtchen zeigen P-Werte mit einer starken signifikanten Tendenz, die gelben Kastchen zeigen P-Werte mit einer eher schwachen
signifikanten Tendenz. Abkurzungen: AE1 = Farbung mit dem Antikérper AEL/AE3; s. = signifikant; n. s. = nicht signifikant; Tu. =
Tumor; V = Veneninvasion; L = LymphgeféRinvasion; Regress. = regressiv; LK = Lymphknoten; Immun. = Immunreaktion; p = P-Wert.

Unabhangig von der untersuchten Methode und Farbung hatten Patienten mit Budding
eine signifikant schlechtere Prognose beim DFS und beim OS. In der multivariaten Ana-
lyse blieb Budding im AE1/AE3-Praparat sowohl beim DFS als auch beim OS als einziger
Faktor signifikant. Damit zeigte Budding bei Patienten mit Rektumkarzinom eine hohere
prognostische Signifikanz als die bisher in der Routine verwendeten Parameter wie der
ypT- und ypN-Status. Die (von der Untersuchungsmethode abhéngige) Spannweite der
Hazard-Ratio fur Patienten mit Budding, ein Rezidiv zu bekommen oder zu sterben, lag
bei 2,11-4,59. Mit anderen Worten, haben diese Patienten ein bis 4,6-fach so grol3es
Risiko zu sterben oder ein Rezidiv zu bekommen als diejenigen ohne Budding. Die Range
fur die Hazard-Ratio fur Patienten mit Budding, kirzer zu leben, lag bei 2,72-5,19. Anders
gesagt, haben diese Patienten ein bis 5,2-fach so grof3es Risiko zu sterben als diejenigen
ohne Budding.

Die 5J-Uberlebens-Raten unterschieden sich deutlich bei Patienten ohne Budding im
Vergleich zu Patienten mit Budding. Ferner zeigten sich Unterschiede, ob das Budding
im H&E oder in der Immunhistochemie ausgewertet wurde. Wurde Budding mit Hilfe der
AE1/AE3-Farbung detektiert, gab es weniger budding-negative Félle. Daflr zeigten diese
bessere 5J-Uberlebens-Raten. Die 5J-DFS-Rate betrug fur Patienten ohne Budding, aus-
gewertet in der AE1/AE3-Farbung, 85-87% (je nach Methode) und fur Patienten mit Bud-
ding 44-46%. Fur die Auswertung im H&E betrug die 5J-DFS-Rate fur Patienten ohne
Budding 75% und fur Patienten mit Budding 39-43%. Die 5J-OS-Rate betrug fur Patien-
ten ohne Budding, ausgewertet in der AE1/AE3-Farbung, 90-92% und fur Patienten mit
Budding 59-62%. Fur die Auswertung im H&E betrug die 5J-OS-Rate fur Patienten ohne
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Budding 84-86% und fur Patienten mit Budding 51-53%. Zusammenfassend kann man
sagen, dass die Immunhistochemie sensitiver fir das Auffinden der Buds ist. Zum bes-
seren Verstandnis heil3t das, dass theoretisch alle Falle mit Buds schneller erkannt wer-
den und ein budding-negativer Fall tatsachlich als budding-negativ betrachtet werden
kann. Das erklart, warum Patienten ohne Budding, ausgewertet in der AE1/AE3-Farbung,
eine langere Uberlebenszeit haben als die Patienten ohne Budding im H&E. Im Gegen-
satz dazu ist die Auswertung im H&E spezifischer. Denn werden die Falle schon in der
H&E-Farbung als budding-positiv erkannt, handelt es sich tatsachlich um Falle mit ein-
deutigem Budding und nicht um mdégliche immunhistochemische Artefakte. Deshalb sind
die Uberlebenszeiten der Patienten mit im H&E-gesehenem-Budding schlechter, als die
der Patienten mit im AE1/AE3-gesehenem-Budding.

Trotz unterschiedlicher Herangehensweise an die Auswertung des Budding haben sich
die beiden Methoden, namentlich die nach Hase und nach Ueno, im Vergleich als sehr
ahnlich herausgestellt. Vor allem die Auswertung innerhalb derselben Farbung ergab
hohe Kappa-Werte (H&E zu H&E: k = 0,835; AE1 zu AE1: k = 0,836), was auf eine be-
achtliche Ubereinstimmung in der Anzahl der budding-positiven und budding-negativen
Falle in der jeweiligen Methode hindeutete. Auch die Anzahl der diskordanten Falle war
innerhalb des Vergleiches von H&E zu H&E beziehungsweise von AE1 zu AE1 eher ge-
ring, was durch den nicht signifikanten McNemar-Test jeweils auch statistisch gezeigt
werden konnte. Die Relation der Fallzahlen innerhalb der Auswertungsmethoden blieb
also unabhéngig von der Farbung im Wesentlichen konstant, gleichzeitig stiegen die ab-
soluten Fallzahlen bei beiden Auswertungsmethoden unter der AE1/AE3-Farbung im
Vergleich zur H&E-Farbung an. Folglich gab es im Methodenvergleich von H&E zu AE1
weniger hohe Kappa-Werte und einen signifikanten P-Wert des McNemar-Testes. Ein
signifikanter McNemar-Test deutete darauf hin, dass eine Methode im Vergleich zu der
anderen unterschiedlich ist, und, wie im vorliegenden Fall, mehr budding-positive Falle
findet. Dies war beim Vergleich von einer Auswertung im H&E zu einer Auswertung im
AE1 der Fall.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse der beiden Methoden innerhalb
derselben Farbemethode nur geringgradige Veranderungen beztiglich der budding-posi-
tiven Falle aufzeigten. Demzufolge eignen sich beide Methoden gleichrangig zur Bud-
ding-Auswertung.

Letztendlich, unabhangig der Methode oder Farbung, konnte Budding als negativer prog-

nostischer Marker des neoadjuvant therapierten Rektumkarzinoms identifiziert werden.
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4.2 Vergleich zu anderen Arbeiten

Die Anzahl der budding-positiven Falle in der vorliegenden Arbeit ist vergleichbar mit der
Anzahl der budding-positiven Falle in der Meta-Analyse von Rogers et al. zum Thema
Budding [63]. In diesem Review wird von einer mittleren Budding-Rate von 36,8 + 16,5%
berichtet. Allerdings bezieht sich diese Meta-Analyse auf das kolorektale Karzinom ohne
neoadjuvante Therapie. Nach der Immunhistochemie zeigten die Auswertungen beider
Methoden den gleichen Anteil an budding-positiven Fallen, namlich 55,5%. Diese Bud-
ding-Rate liegt nach dem Review von van Wyk et al. innerhalb der publizierten Range
von 13-69% fur immunhistochemisch ausgewertetes Budding des ebenfalls nicht neoad-
juvant vorbehandelten kolorektalen Karzinoms [64].

Bisher gibt es acht Arbeiten, die Tumor Budding beim neoadjuvant therapierten Rektum-
karzinom untersucht haben (siehe Tabelle 15). Bei all diesen Arbeiten handelt es sich um
retrospektive Kohortenstudien. In der jingsten Studie zum Thema Budding untersuchten
Jager et al. das Budding bei 128 Patienten mit fortgeschrittenem Rektumkarzinom [65].
Die Definition des Budding bei Jager et al. &hnelte der vorliegenden Arbeit und die Buds
wurden nicht nur an der invasiven Front, sondern auch innerhalb des Tumors untersucht.
Die im Vergleich zu unseren Ergebnissen hohe Budding-Rate von 63,2% liel3 sich
dadurch erklaren, dass Buds innerhalb von zehn Feldern ausgezahlt wurden und schon
ab zwei Buds der Tumor als budding-positiv betrachtet wurde. Im Gegensatz dazu wurde
das Budding in unserem Kollektiv innerhalb eines Feldes ausgewertet und ein Fall erst
ab funf Buds als budding-positiv bezeichnet. Jager et al. zeigten ebenfalls einen Zusam-
menhang zwischen Budding und einer niedrigeren Ansprechrate auf die neoadjuvante
Therapie. Dieses Phanomen &auf3erte sich sowohl in einer geringeren Tumorregression
als auch in einem geringeren T-Level-Downstaging [65]. Bei Jager et al. konnte Tumor
Budding nicht nur in der univariaten, sondern auch in der multivariaten Analyse als nega-
tiver prognostischer Faktor fiir das Rezidivfreie Uberleben identifiziert werden, das be-
deutet, Patienten ohne Budding hatten ein signifikant langeres rezidivfreies Uberleben im
Vergleich zu denen mit Budding. Allerdings konnte dies nicht fir das OS geltend gemacht
werden [65]. Dies lag mdglicherweise daran, dass in die Uberlebenszeitanalyse — anders
als in der vorliegenden Arbeit — Patienten mit vollstdndiger Remission eingeschlossen
wurden. Das Einbeziehen von tumorfreien Patienten in die Auswertung schien die prog-
nostische Aussagekraft von Budding abzuschwachen. Unserer Meinung nach ist es zwei-
felsohne so, dass Budding bei Patienten mit vollstandiger Remission nicht ausgewertet
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werden kann. Daher haben wir uns in der vorliegenden Arbeit nur auf Patienten mit Rest-
tumor-Last und die Stratifizierung von deren Prognosen konzentriert.

Huebner et al. zeigten als erste im Jahre 2012 an 237 neoadjuvant radiochemo-thera-
pierten Rektumkarzinom-Patienten, dass Tumor Budding ein ungiinstiger prognostischer
Faktor ist [66]. Budding spielte in der Arbeit von Huebner et al. eher eine nebensachliche
Rolle. Bei der Definition des Budding wurden Cluster bis funf Zellen als Buds gezabhilt,
was einen Unterschied zur vorliegenden Arbeit darstellt, da hier Buds als Cluster bis vier
Zellen definiert wurden. Ein Fall galt als budding-positiv, wenn in einem Feld bei einer
x200-VergroRerung zehn Buds oder mehr gesichtet wurden, wobei die Flache des Ge-
sichtsfeldes nicht ndher beschrieben wurde. Die Definition der Buds (Cluster bis zu funf
Zellen) und der hohere Budding-Cut-off (dass ein Fall erst ab zehn Buds als budding-
positiv bezeichnet wird) ist eine Erklarung fur die Diskrepanz der Budding-Haufigkeit.
Denn bei Huebner et al. waren nur 10% der Patienten budding-positivim Gegensatz zu
unserem Kollektiv, in welchem fast 40% der Patienten Budding zeigten. Budding hatte
bei Huebner et al. in den univariaten Analysen einen signifikanten Einfluss auf das re-
zidivfreie und das krebsspezifische-Uberleben [66]; multivariate Analysen mit Budding als
Parameter wurden nicht durchgefiihrt, denn das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf
der Tumorregression. Diese wurde evaluiert nach der leicht modifizierten Methode von
Dworak et al., bei welcher der Regressionsanteil des Tumors in Prozenten erfasst wird.
Huebner et al. zahlten zu den Therapie-Respondern nicht nur Regressions-Grad-3-und-
4-Patienten (>50% Regression und komplette Regression), sondern auch Grad 2 (=25-
50% Regression). Demzufolge wurde schon bei einer Regression von 225% von einer
Tumorresponse gesprochen. Die entsprechenden Patienten zeigten eine &hnlich gute
Prognose wie solche mit einer vollstandigen Remission [66].

Du et al. untersuchten an 96 Patienten die Morphologie und den prognostischen Wert
des Tumor Budding nach alleiniger neoadjuvanter Radiotherapie und anschlieRender Re-
sektion [67]. Die Budding-Rate von 37,5% entsprach ungefahr der unserer Patienten,
obwohl eine unterschiedliche Methode angewandt wurde. In drei Feldern wurden Buds
mit einem x20er-Objektiv auf einer Flache von 0,94985 mm?2 ausgezahlt. Danach wurden
die Falle mit einem Cut-off von 0-9 Buds zu low- und ab 10 Buds zu high-budding einge-
teilt. Ferner haben Du et al. die immunhistochemische Farbung zur H&E-Farbung als
zusatzliche Hilfeleistung bei starker therapiebedingter Inflammationsreaktion empfohlen.

Tumor Budding erwies sich in den multivariaten Analysen bei Du et al. — ahnlich zu un-
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seren Ergebnissen — als unabhangiger prognostischer Parameter fur das DFS. Eine in-
teressante Hypothese deren Arbeit war, dass Tumor Budding nicht bei starker Tumor-
Regression ausgewertet werden kénnte [67]. Denn zum Teil handelte es sich bei solchen
Tumoren nicht um ,echtes® Budding, sondern um einzelne Zellen ohne soliden Rest-Tu-
mor mit Uberwiegendem Anteil von Fibrose. Dieses Phanomen kdnnte als Konsequenz
einer guten Tumor-Response auf die Therapie betrachtet werden und habe keinen prog-
nostischen Wert [67]. In unserem Kollektiv fand sich ein solcher Fall, bei welchem der
Tumor nur noch aus drei losen Tumorzellen bestand und wir diesen Fall deshalb aus der
Auswertung ausgeschlossen haben.

Bei der Publikation von Bhangu et al. stand Budding nicht im Vordergrund. Anders zu
Vorgangerstudien wurde in dieser Arbeit die Methodik der Auswertung sehr ungenau ge-
schildert. Erstens wurden Buds nur definiert als eine Ansammlung loser einzelner Zellen
oder Zellcluster (ohne einen genauen Cut-off zu nennen, bis wann ein Zellcluster noch
als Bud zahle), und zweitens wurde keine Methode beschrieben, wie Budding ausgewer-
tet wurde. Ebenfalls, abweichend zu bisherigen Publikationen, wurde bei Bhangu et al.
Tumor Budding nur in der Immunhistochemie mit 3-Catenin erfasst. Dies konnte die &hn-
lich hohe Budding-Rate von 54,4% im Vergleich zu der immunhistochemisch ausgewer-
teten Budding-Rate von 55,6% unserer Arbeit erklaren. Die Publikation von Bhangu et al.
konzentrierte sich bei 69 Rektumkarzinompatienten hauptséachlich auf die Rolle der
Epithelial-Mesenchymalen-Transition und der damit einhergehenden Non-Response zur
neoadjuvanten Therapie [68]. Neben anderen Biomarkern wurde das Budding hier als ein
morphologisches Korrelat der Epithelial-Mesenchymalen-Transition betrachtet und war
signifikant mit der Non-Response assoziiert. Dadurch, dass Non-Responder ein kirzeres
OS und krebsspezifisches Uberleben zeigten, wurde indirekt darauf geschlossen, dass
auch Budding mit einer schlechteren Prognose assoziiert sei. Separate Uberlebenszeit-
analysen fur Budding wurden nicht durchgefiihrt. Die Korrelation des Budding mit der
Non-Response ist vergleichbar mit den Daten der vorliegenden Arbeit, da in unserem
Kollektiv Tumor Budding, unabhéngig von der Methode und Farbung, mit einem niedrigen
Regressionsgrad und der damit verbundenen Non-Response korrelierte.

Sannier et al. untersuchten mehrere prognostische Faktoren des neoadjuvant therapier-
ten Rektumkarzinoms bei 113 Patienten, erstmalig innerhalb aller Stadien (I-1V) [49]. In
der Definition des Budding lag die erste Gemeinsamkeit beider Arbeiten, da Buds, sowohl
an der invasiven Front als auch intratumoral, erfasst wurden. Begrindet wurde dies, ana-

log zu unseren Beobachtungen, mit der verdnderten Morphologie nach neoadjuvanter
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Therapie. Obwohl bei Sannier et al. schon ab einem Bud pro Tumor der Fall als budding-
positiv bezeichnet wurde, war die Rate an budding-positiven Fallen, namlich 22,1%, im
Vergleich zu unseren Daten, namlich fast 40%, deutlich geringer ausgefallen. Sannier et
al. konnten in univariaten Analysen zeigen, dass Tumor Budding ein hoheres Risiko fur
Lokalrezidive darstellte und damit ein negativer prognostischer Faktor fiirs Uberleben
war. Uberraschenderweise zeigte sich in den multivariaten Analysen nicht Budding, son-
dern ein befallener zirkumferentieller Resektionsrand und das Vorhandensein von Kalzi-
fikationen als unabhangige prognostische Marker fir ein kiirzeres DFS. In unseren Ana-
lysen fand sich im Hinblick auf die Kalzifikationen jedoch das Gegenteil, namlich dass
diese eher bei Patienten ohne Budding (ausgewertet nach der Methode von Ueno in der
AE1/AE3-Farbung) zu finden waren. Das wurde wiederum bedeuten, dass intratumorales
Kalk positiv fur die Prognose ist. In den univariaten Analysen der vorliegenden Arbeit fand
sich jedoch kein signifikanter Einfluss von Kalzifikationen auf das Uberleben und es
wurde, aufgrund dieser Tatsache, im Ergebnisteil nicht ndher darauf eingegangen. Des
Weiteren untersuchten Sannier et al. das Vorhandensein einer Kolloid-Response nach
neoadjuvanter Therapie, was in der vorliegenden Arbeit als Muzin bezeichnet wurde. Ver-
glichen mit unseren Daten konnten auch die Resultate von Sannier et al. keine signifi-
kanten Zusammenhange dazu aufdecken.

Yang et al. fokussierten sich bei 72 Rektumkarzinompatienten im Stadium I-IV neben
dem Budding auf Poorly Differentiated Clusters (PDC) [69]. Ahnlich zu J&ger et al., San-
nier et al. als auch zu dem Vorgehen in der vorliegenden Arbeit, wurden bei Yang et al.
Buds nicht nur an der invasiven Front, sondern auch intratumoral erfasst. Dabei wurde in
einem Feld mit einem x20er-Objektiv die maximale Anzahl an Buds ausgezé&hlt und ab 6
Buds der Tumor als budding-positiv bewertet. Trotz des héheren Cut-offs waren tber die
Halfte der Falle budding-positiv (54%). Obwohl Budding hier nur im H&E erfasst wurde,
sind diese Ergebnisse vergleichbar mit der Budding-Rate unserer Falle in der Immunhis-
tochemie. Ferner behaupteten Yang et al., dass sich Tumor Budding und PDC, sowohl
in ihrer Morphologie als auch in ihrer biologischen Wichtigkeit, &hneln wirden [69]. PDC
wurden definiert als Zellcluster ab funf Zellen entlang der invasiven Front. Wider die An-
nahme, PDC waren ein Indikator fur eine schlechtere Prognose, hatten PDC bei neoad-
juvant therapierten Tumoren keinen signifikanten Einfluss aufs Uberleben. Letzten Endes
konnte dem Tumor Budding kein prognostischer Nutzen zugeschrieben werden, da Bud-
ding in der Arbeit von Yang et al. weder ein erhéhtes Risiko flr Metastasen noch fir ein

kirzeres OS darstellte. Signifikante Korrelationen zeigten sich jedoch, vergleichbar zu
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unseren Daten, zwischen Budding und der Lymphgefa3invasion und den Metastasen
zum Zeitpunkt der OP.

Swets et al. schauten sich bei 221 neoadjuvant radiotherapierten Rektumkarzinomen ne-
ben dem Budding weitere histologische Highrisk-Faktoren an [70]. Budding spielte in die-
ser Arbeit eher eine nebensachliche Rolle. Ahnlich zu unseren Ergebnissen, konnte auch
bei Swets et al. in multivariaten Analysen der negative prognostische Wert des Budding
bezuglich des DFS und des OS aufgedeckt werden. Im Unterschied zu der vorliegenden
Arbeit lag bei Swets et al. eine hohere Budding-Rate von 45% vor, was mdglicherweise
auf die Definition zurlickzufiihren ist. Denn die Autoren klassifizierten den Tumor schon
ab einem Bud im Gesichtsfeld als budding-positiv. Swets et al. wollten herausfinden, ob
geeignete pradiktive Marker existieren, mit Hilfe derer Risiko-Patienten mit einer schlech-
ten Prognose eingeteilt werden kénnten, damit sie eine adjuvante Chemotherapie be-
kommen. Seine Kohorte bestand aus Patienten mit Rektumkarzinomen im Stadium 1I-III,
welche in einer multizentrischen, randomisierten, Phase-llI-Studie eingeschlossen wor-
den waren. Nach neoadjuvanter Strahlentherapie und Tumoroperation wurden die Pati-
enten in zwei Gruppen randomisiert: eine Gruppe bekam nach der OP eine adjuvante
Therapie, in der anderen Gruppe gab es nur eine Nachsorge. Es stellte sich heraus, dass
keiner der histologischen Marker, sowohl einzeln als auch kombiniert, die Wirkung einer
adjuvanten Chemotherapie voraussagen konnte [70]. Im Vergleich zur alleinigen Nach-
sorge konnte fir die adjuvante Therapie kein zusétzlicher Nutzen fir die Prognose ge-
zeigt werden. Selbst in der Subgruppe mit der schlechtesten Prognose, in welche Pati-
enten mit zwei oder mehreren negativen prognostischen Markern eingeordnet wurden,

gab es keinen sichtbaren Nutzen der adjuvanten Therapie.

Der soeben beschriebene Literaturvergleich zur Auswertung des Budding nach neoad-

juvanter Therapie wird in der Tabelle 15 auf der nachsten Seite veranschaulicht.
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4.3 Internationale Tumor Budding Konsensus Konferenz

Weil es bisher keine Definition von Budding sowie keine einheitliche Auswertung gab,
wurden zahlreiche Studien publiziert, die Budding auf unterschiedliche Arten definiert und
ausgewertet haben. Alle Vorarbeiten waren sich darin einig, dass Tumor Budding einen
negativen prognostischen Marker fir das kolorektale Karzinom darstelle und man sich in
Zukunft auf eine vereinheitlichte Definition und Auswertung einigen musse, um sowohl
die Auswertungsergebnisse besser miteinander vergleichen als auch den Faktor in der
Routineuntersuchung etablieren zu kénnen [63,64,72-74]. Im Jahre 2016 kamen 25 For-
scher auf der Internationalen Tumor Budding Konsensus Konferenz (International Tumor
Budding Consensus Conference [ITBCC]) in Bern zusammen [75]. Das Ziel war es, einen
Konsens Uber eine standardisierte Art der Budding-Auswertung zu erzielen. In neun Ses-
sions wurde Uber die bisherigen Erkenntnisse diskutiert, die relevanten Publikationen in
einem E-Book gesammelt und erstmals ein Konsens zur Vorgehensweise der Budding-
Auswertung erreicht. Diese Empfehlungen bezogen sich alle auf das unbehandelte kolo-
rektale Karzinom und kdnnen folgendermalien ins Deutsche Ubertragen werden:

1. Tumor Budding ist definiert als eine einzelne Tumorzelle oder ein Cluster, bestehend
aus vier Zellen oder weniger. Es ist nicht gleichzusetzen mit PDC, da diese aus fuinf oder
mehr Zellen bestehen [76].

2. Tumor Budding ist beim pT1-Kolonkarzinom ein unabhéangiger Pradiktor von LK-Meta-
stasen. Deshalb sollte Budding neben den bekannten Pradiktoren fir LK-Metastasen (wie
der schlechten Differenzierung, der Lymphgefal3invasion und der Mukosa-Infiltrations-
tiefe) im pathologisch-anatomischen Bericht erwahnt werden [36,47,63,77,78]. Denn wei-
tere Faktoren, die mit prognosemindernden LK-Metastasen in Beziehung stehen, kdnn-
ten helfen, Risiko-Patienten ausfindig zu machen. Diese sollten sich dann nach einer en-
doskopischen Polypen-Resektion einem zusatzlichen radikal-chirurgischen Eingriff unter-
ziehen.

3. Tumor Budding ist bei Stadium-lI-Patienten ein unabh&ngiger negativer Pradiktor fir
das Uberleben und sollte neben den etablierten Hochrisikofaktoren (wie beispielsweise
der Tumor-Perforation, lymphovaskularen Invasion, serosalen Infiltration, etc.) berichtet
werden. Studien haben gezeigt, dass budding-positive Stadium-II-Patienten teilweise
gleiche oder noch schlechtere Prognosen haben als solche im Stadium 111 [43,79].

4. Tumor Budding sollte mit anderen klinisch-pathologischen Parametern in einem multi-

disziplinaren Setting einhergehen. Denn der prognostische Wert des Budding ist — nach
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der Meinung der ITBCC-Teilnehmer und basierend auf vorhandenen Evidenzen — aqui-
valent zur GefalRinvasion, Grading und perineuraler Invasion [75].

5. Tumor Budding sollte im H&E-Schnitt ausgewertet werden. Vorgangerstudien zufolge
unterscheidet sich die prognostische Aussagekraft des Budding nicht wesentlich davon,
ob es im H&E oder in der Immunhistochemie ausgewertet wurde. Lediglich sei die Re-
produzierbarkeit der Ergebnisse und die Ubereinstimmung zwischen den Untersuchern
bei der Auswertung des Budding in der IHC besser als im H&E [74,78,80]. Nichtdestotrotz
wurde die Auswertung im H&E empfohlen, da die meisten Daten zum Budding im H&E
existieren und die H&E-Farbung gunstig und weltweit verfiigbar ist. Diese Empfehlung
konnte sich in Zukunft &ndern, sobald mehr Daten zur IHC vorhanden sind. Dennoch
sollte die IHC — nach den Empfehlungen der ITBCC — in schwierigen Féllen, zum Beispiel
bei einer starken peritumoralen Entziindungsreaktion, erganzend zur H&E-Farbung an-
gefordert werden [75].

6. Neben dem peritumoralen Budding an der invasiven Front existiert beim Kolonkarzi-
nom aul3erdem intratumorales Budding. Dieses wurde erstmals in Biopsien entdeckt und
ist mit LK-Metastasen assoziiert [42]. In Zukunft kdnnte intratumorales Budding im
praoperativen Management ein erfolgversprechender Biomarker werden. Denn intratu-
morales Budding in den Biopsien korrelierte nicht nur — wie bislang nur wenige Arbeiten
gezeigt haben — mit highgrade-peritumoralem Budding und LK-Mtastasen im Resektat,
sondern auch mit einem geringeren Tumor-Regressionsgrad [56,81,82]. Aufgrund der
schlechten Datenlage sei weitere Forschung notwendig, bevor dieser Marker in der Rou-
tinediagnostik eingefiihrt werden kann [75].

7. Tumor Budding sollte in einem Hotspot entlang der invasiven Front und auf einer Fla-
che von 0,785 mm? erfasst werden. Standardisierung ist fur die Einfihrung eines Biomar-
kers von entscheidender Rolle. Da, je nach GroRe der Sehfeldzahl, die Flache des Ge-
sichtsfeldes (in dem Budding ausgezahlt wird) unterschiedlich grol3 ist, wurde bei der
ITBCC empfohlen, nicht nur das x20er-Objektiv zu verwenden, sondern auch die Seh-
feldzahl des Okulars zu beachten. Denn je nach Gréf3e der Flache wirde man deshalb
mehr oder weniger Buds auszahlen. Sind Sehfeldzahl und Flache bekannt, gibt es eine
Konvertierungstabelle, um die Gesichtsfeldgrof3e zu standardisieren. In dieser Tabelle
sollte der Normierungsfaktor abgelesen werden, um auf eine Flache von 0,785 mmz zu
kommen. Diese Flachenangabe stammt urspriinglich von Ueno et al. [36,47] und wurde
spater von der Japanese Society for Cancer of the Colon and Rectum tlbernommen [83].

Wurde die Anzahl an Buds in einem Gesichtsfeld ausgezahlt, wird im nachsten Schritt
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diese Bud-Anzahl durch den Normierungsfaktor dividiert. Auf diese Weise sei eine Ver-
gleichbarkeit der Bud-Anzahl gewahrleistet, unabhangig vom Mikroskop und der Ge-
sichtsfeldgroiRe [75].

8. Fur die Auswertung des Tumor Budding ist die ein-Hotspot-Methode empfohlen. Die
Begrenzung der Auswertung nur auf ein einziges Gesichtsfeld mit dem dichtesten Bud-
ding ist bisher die am meisten publizierte Art, um Tumor Budding auszuwerten. Das spie-
gelt nicht nur die maximale Budding-Ausdehnung des Tumors wider, sondern zeigt auch
akzeptable Ubereinstimmungen unter den Untersuchern [63,64,72-74,78]. Um das Feld
mit dem dichtesten Budding zu identifizieren, sollte vorher die invasive Front mit dem
20er-Objektiv an zehn Stellen angeschaut werden [75].

9. Zwecks Einteilung in Risikogruppen sollte ein dreistufiges System angewendet wer-
den: 0—4 Buds = low budding (BD-1), 5-9 Buds = intermediate budding (BD-2) und 10
oder mehr Buds = high budding (BD-3). Zuséatzlich sollte (beispielsweise daneben in
Klammern) die absolute Gesamtanzahl an Buds aus dem ausgesuchten Hotspot ange-
geben werden, um Informationsverluste zu verhindern, die durch Cut-offs entstehen [75].
10. Dieses Statement verlangt, dass Tumor Budding in die Leitlinien und Empfehlungs-
protokolle zur pathologisch-anatomischen Diagnostik des Kolonkarzinoms aufgenommen
werden sollte. Denn Budding stellt einen bewéhrten, unabhéngigen, prognostischen Mar-
ker des Kolonkarzinoms dar, welcher obendrein Potential zur Hilfestellung bei klinischer
Entscheidungsfindung hat [75].

11. Tumor Budding und Grading beschreiben nicht das gleiche Phanomen. Grading ist
definiert als der Anteil des Tumors, der driisenartige Strukturen ausbildet; Budding — wie
schon beschrieben — als eine einzelne Tumorzelle oder ein Cluster, bestehend aus vier
Zellen oder weniger, entlang der invasiven Front. In multivariaten Analysen zeigte Bud-
ding einen vom Grading unabhéngigen Effekt [35,63,64,72-74,78].

Die standardisierte und internationale Methode, die bei der Konferenz ausgearbeitet
wurde, sollte zuklnftig in der Routinediagnostik als Grundlage der Budding-Auswertung
dienen. Dennoch gibt es eine geringe Anzahl an Féllen, bei denen Budding nicht akkurat
beschrieben werden konnte. Hierzu gehoren beispielsweise muzinbse Adenokarzinome
(mit einzelnen im Muzin befindlichen Zellen) oder auch Tumore mit einer schweren peri-
tumoralen Inflammationsreaktion (mit peritumoralen Entztindungszellen, welche Buds
verschleiern kénnten). In solchen Fallen empfiehlt die ITBCC zu schreiben: ,Budding
kann nicht beurteilt werden® [75]. Da es fur neoadjuvant therapierte Rektumkarzinome

noch zu wenige Studien zum Thema Budding und dessen Prognose gibt, wurde bei der
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ITBCC keine Empfehlung zur Auswertung des Budding nach neoadjuvanter Therapie ab-

gegeben und keine Methode vorgeschlagen.

4.4 Worin besteht die Schwierigkeit beim neoadjuvant therapierten Tu-
mor?
Wie in der Einleitung bereits beschrieben, hat die neoadjuvante Radiochemotherapie re-
levante Auswirkungen auf die Morphologie des Rektumkarzinoms. Durch die gezielte Be-
strahlung des Tumorbettes kommt es zum ausgedehnten makroskopischen und mikro-
skopischen Gewebsschaden. An ehemaliger Tumorstelle sowie peritumoral kann es zu
einer ausgepragten Fibrosereaktion, begleitet von Nekrosen und Inflammation, kommen
[22]. Neben Veranderungen des umliegenden Gewebes sind die Auswirkungen der neo-
adjuvanten Therapie ebenso im eigentlichen Tumor sichtbar. Ein andersartiges morpho-
logisches Erscheinungsbild mit Destruktion und Defragmentation glandularer Strukturen
kennzeichnet dann das vorbehandelte Adenokarzinom [65]. Jessberger et al. konnten
zeigen, dass durch die neoadjuvante Therapie sich das Ausbreitungsmuster des Rek-
tumkarzinoms verandert [84]. Im Vergleich zum Zustand vor der neoadjuvanten Therapie
war die invasive Front des Tumors nach der Therapie deutlich mehr von singularen Zellen
gepragt als von soliden glanduléaren Strukturen [84]. Die Studie von Jessberger et al. war
die einzige, die das Auftreten von singularen Zellen als einen positiven prognostischen
Marker beziiglich des krebsspezifischen Uberlebens ansah. Nach Du et al. hange die
Morphologie und Bedeutung dieser einzelnen Zellen von der histologischen Response
des Tumors ab [67]. Das bedeutet: Ist die Response schwach (Dworak Grad 1 und 2),
was gekennzeichnet ist durch nur wenig Fibrose und viel Tumorgewebe, dann kénnen
diese einzelnen Zellen nach Du et al. als Budding bewertet werden. Ist die Response
stark (Dworak Grad 3) und sind in der gesamten Darmwand nur noch wenige verstreute
Tumorzellen zu finden, gibt es in diesem Sinne keine richtige Tumorfront mehr und diese
Einzelzellen werden als falsches Budding bezeichnet [67]. ,Falsch® bedeutet in dem Fall,
dass diese Zellen einen Tumorzerfall beschreiben. Dies wiirde sowohl fur eine gute Prog-
nose sprechen als auch bedeuten, dass der Tumor keinen aggressiven Phanotyp dar-
stelle [67]. Bisher gibt es keine Publikationen dariber, welche Rolle falsches Budding ftr
die Prognose von Patienten hat, da dieses Phdnomen erst seit der Einfihrung der neo-
adjuvanten Therapie und ihrer Auswirkungen beobachtet wird. Wie bereits erwahnt, gab

es in unserem Kollektiv einen solchen Fall mit nur 3 Tumorzellen ohne soliden Resttumor.
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Aufgrund Bedenken, wie man mit diesem Fall verfahren sollte, wurde er aus der Auswer-
tung ausgeschlossen mit der Erklarung, dass zu wenig Material fur die Untersuchung des
Buddings zur Verfigung stand. Die Rolle der verstreuten Zellen muss an grof3eren
Dworak-Grad-3-Kollektiven untersucht werden, um endlich Gewissheit zu schaffen, ob
diese Zellen einen Vorteil oder einen Nachteil fur die Prognose der Patienten darstellen.
In der vorliegenden Arbeit wurden Buds nicht nur an der invasiven Front, sondern auch
intratumoral ausgezahlt. Dies war grof3tenteils damit begriindet, dass es selten nur eine
einzelne invasive Front gab. Innerhalb der Fibrosereaktion bildeten gréf3ere Tumordrisen
teilweise mehrere Tumorfronten aus. Dass intratumorales Budding mit peritumoralem
Budding korreliert, zeigten Lugli et al. und Rieger et al. [51,85]. Solange das Gesichtsfeld
mit dem dichtesten Budding verwendet wurde, spielt es keine Rolle, an welcher Stelle die
Buds ausgezahlt werden [51,85]. Die Ausweitung der Budding-Detektion, ndmlich Buds
auch intratumoral zu erfassen, bildet in der vorliegenden Arbeit die einzige Ausnahme bei
der Definition des Budding und dessen Auswertung beim neoadjuvant therapierten Rek-

tumkarzinom.

4.5 Budding und die Vorteile der Immunhistochemie

Mit Hilfe der Zytokeratinfarbung konnten mehr budding-positive Félle detektiert werden
als mit Hilfe der H&E-Farbung. Dieses Phanomen wurde in der Literatur bereits mehrfach
beschrieben [37,52,64]. Nach dem Review von Koelzer et al. erleichterte die IHC das
Auffinden von Buds, sodass durch die IHC zwischen den Untersuchern es zu einer ho-
heren Ubereinstimmung von budding-positiven Fallen kam (im Englischen als interobser-
ver agreement bezeichnet) [78]. Die Reproduzierbarkeit der Budding-Auswertung nach
der IHC und das verbesserte interobserver agreement konnten bisher von mehreren Vor-
gangerarbeiten zum kolorektalen Karzinom ohne neoadjuvante Therapie gezeigt werden
[74,80,86]. Mit Hilfe der IHC konnten Buds leichter und schneller innerhalb einer starken
Inflammations- oder Stromareaktion detektiert werden und den Untersuchern fiel es leich-
ter, zwischen echten Buds und fragmentierten Tumordrisen zu unterscheiden [64]. Kai
et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass mit Hilfe der IHC die Variabilitdt der Budding-
Evaluation zwischen erfahrenen und unerfahrenen Untersuchern sank [87]. Die IHC eig-
net sich demzufolge gut dafir, junge Pathologen, die noch wenig Erfahrung auf dem Ge-
biet gesammelt haben, einzuarbeiten.

Ein weiterer interessanter Aspekt in Vorgangerarbeiten ist der verwendete Cut-off bei

budding-positiven Fallen in der IHC. Dieser variierte in der Literatur zwischen 5 und 25
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Buds und wurde von den Untersuchern meist erst retrospektiv errechnet [64]. Unsere
Arbeit zeigte, dass derselbe Cut-off wie im H&E (= 5 Buds pro Feld) auch in der IHC
sowohl gut geeignet war, Patienten in Risikogruppen aufzuteilen, als auch in der Lage
war, den T- und N-Status hinsichtlich der Prognosevorhersage zu ubertreffen. Nichtdes-
totrotz hatte die ITBCC die Auswertung des Budding vorerst nur im H&E empfohlen, mit
dem Zusatz, in schwierigen Situationen die IHC zur H&E-Farbung zu erganzen [75]. Wir
erwarten, dass sich diese Vorgaben noch andern, sobald mehr Daten zu Budding und
IHC publiziert werden.

4.6 Klinische Relevanz des Tumor Budding und die aktuelle deutsche

S3-Leitlinie zum kolorektalen Karzinom

Zusammenfassend wird in der Literatur von drei klinikrelevanten Aspekten, die das Bud-
ding betreffen, gesprochen. Bei dem ersten Punkt handelt es sich um die Rolle des Bud-
ding bei pT1-Karzinomen. Dieser Punkt fand mittlerweile Einzug in der aktuellen deut-
schen S3-Leitlinie zum kolorektalen Karzinom von 2019. Im Abschnitt zum Polypenma-
nagement wird Tumor Budding bei vollstandig entfernten pT1-Karzinomen als zusatzli-
cher High-risk-Faktor neben einem niedrigen Differenzierungsgrad und/oder einer
Lymphgefalinvasion eingefihrt [3]. Diese histologischen Merkmale beeinflussen maR3-
geblich den weiteren Therapieplan, da Tumore mit High-risk-Faktoren eine radikal chirur-
gische Nachresektion erhalten sollen im Vergleich zur alleinigen Nachsorge, auch wenn
diese tumordse Lasion vollstandig vorher entfernt wurde. Das bedeutet, wurde bei einem
Polypen, welcher sich in der histologischen Untersuchung als pT1-Karzinom darstellte,
Budding diagnostiziert, sollte der Patient ein strengeres Therapieregime erhalten. Der
Empfehlungsgrad, Budding als zusatzlichen High-risk-Faktor zu verwenden, wird in der
deutschen Leitlinie jedoch abgeschwécht. Es wird damit begriindet, dass die meisten Ar-
beiten zum Thema Budding aus Japan stammen und in Deutschland dieser Faktor mo-
mentan noch nicht ausreichend etabliert sei [3].

Der zweite wichtige Aspekt bezieht sich auf die prognostische Rolle des Budding bei fort-
geschrittenen Rektumkarzinomen. Dieser Aspekt fand noch keinen Einzug in die deut-
sche Leitlinie, hat aber in der Literatur einen mindestens genauso hohen Stellenwert wie
bei pT1-Tumoren. Aufgrund der hohen prognostischen Aussagekraft kénnte sich Budding
in Zukunft als Hilfestellung anbieten bezuglich der Frage nach adjuvanter Therapie oder
risikoadaptierter Nachsorge.
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Zuletzt muss die Rolle des Budding in pratherapeutischen Biopsien untersucht werden.
Es besteht ein starker Verdacht, dass Budding sowohl verantwortlich ist flr das Nichtan-
sprechen auf die neoadjuvante Therapie, als auch einen pradiktiven Faktor darstellt fur
LK- und Fernmetastasen [78]. Mit diesem Wissen kbénnte die weitere Therapie von Pati-
enten, bei welchen Budding in der Biopsie gesichtet wurde, beschleunigt werden. Diesen
Risikopatienten konnte dann schnellstmdglich ein radikal-chirurgisches Vorgehen ange-
boten werden, ohne dass sie Zeit verlieren bei einer, in ihrem Fall, unwirksamen neoad-
juvanten Therapie. Die Datenlage hierzu ist im Moment noch sehr diinn, sodass dieser
Aspekt des Buddings erst in weiter Ferne fur den Patienten eine Rolle spielen wird.

In der Leitlinie wird die Budding-Auswertung nach dem Vorbild der japanischen Autoren
empfohlen. In den Hintergrundinformationen wird auf die Methodik néher eingegangen.
Dort werden Buds definiert als einzelne Tumorzellen oder Tumorzell-Cluster mit funf oder
weniger Zellen, die an der Invasionsfront in einem Feld mit einer 200-fachen VergréRe-
rung ausgezahlt werden [3]. Danach sollte noch der Budding-Grad bestimmt werden, der
folgendermal3en lautet: Grad 1 mit 0-4, Grad 2 mit 5-9 und Grad 3 mit > 9 Buds in einem
Feld. Die Budding-Auswertung aus der Leitlinie unterscheidet sich zur festgelegten Defi-
nition auf der ITBCC nur durch die Anzahl an Zellen, bis wann ein Cluster noch als ein
Bud bezeichnet wird. Wie schon im Kapitel 4.3 beschrieben, wurde auf der ITBCC defi-
niert, dass ein Cluster nur bis zu vier Zellen als ein Bud betrachtet werden soll [75]. An-
ders als auf der ITBCC beschlossen, wird in der Leitlinie noch nicht auf die exakte Ge-
sichtsfeldgroRe eingegangen. Demzufolge kann nicht beriicksichtigt werden, dass die be-
trachtete VergroRerung und die darin enthaltene Anzahl an Zellen sich von Mikroskop zu
Mikroskop unterscheidet. Nichtdestotrotz ist durch die Einfihrung des Budding in die
deutsche Leitlinie der erste Schritt getan und wird in Deutschland hoffentlich in der Rou-
tinediagnostik nach und nach Einzug finden.

4.7 Limitationen

In erster Linie besteht die Limitation dieser Arbeit in der Studienart. Es handelt sich um
eine Beobachtungsstudie, im Speziellen um eine retrospektive Kohortenstudie, die, wie
alle retrospektiven Studien zwar mdgliche Kausalzusammenhdnge nahelegen, jedoch
nicht endgtltig nachweisen kénnen. Auch die Anzahl der eingeschlossenen Patienten
und die Stichprobenzusammensetzung kénnen die Auswertung und zuletzt die Interpre-
tation der statistischen Analysen verfalschen. Es handelte sich nur um 124 Patienten, die

alle in Berlin operiert wurden und fast alle Einwohner Berlins waren. Aufgrund maoglicher
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fehlender Daten im Outcome kénnte die Anzahl an Events im Follow-up eine weitere
Limitation darstellen, vor allem bei der Analyse und Interpretation der multivariaten Cox-
Regressions-Modelle. Die vollstandigen Informationen der 5-Jahres-Uberlebensdaten
konnten nur fur 92 Patienten (74,2 %) ermittelt werden, fur weitere 17 Patienten (13,7%)
waren detaillierte Informationen fur 2-4 Jahre vorhanden und fur 15 Patienten (12,1%)
gab es keine Daten seit der OP. Aufgrund dieser unvollstandigen Datenlage konnte sich
ein Bias in den Uberlebenszeitanalysen ergeben haben. Auch der Ausschluss kurzzeit-
bestrahlter Patienten (n = 3) aus den gesamten Analysen kdnnte moéglicherweise einen
Datenverlust zur Folge haben, da auf diese Art Informationen verloren gehen kénnten,
die unter Umstanden weitere Zusammenhange aufdecken wirden. Ferner kénnte die Be-
schrankung auf den Zytokeratinmarker AE1/AE3 zur Folge haben, dass nicht alle vom
Tumor exprimierten Zytokeratine erfasst werden konnen. Demnach wirden sich einige
Rektumkarzinome nicht anfarben und folglich nicht auswerten lassen [51]. In unserer Ko-
horte gab es jedoch keinen solchen Fall. Letztendlich fehlen jegliche prospektive Studien
zum Thema Budding, die dessen Potential in der klinischen Entscheidungsfindung end-
gultig aufzeigen wirden.

Die aktuelle Datenlage ist fir neoadjuvant therapierte Rektumkarzinome sowohl fiir die
Auswertung als auch fur die Prognose des Tumor Budding sehr bescheiden. Im Hinblick
dazu liefert diese Arbeit detaillierte Uberlebensdaten fur 5 Jahre fir 92 Patienten und fur
2-4 Jahre fur 17 Patienten, was insgesamt 87,9% der Kohorte abdeckt. Die Analysen

haben ein klares und aussagekraftiges Resultat und sind vereinbar mit Vorgangerstudien.

4.8 Bezug zur Fragestellung

Die aus der Einleitung entstandenen Teilfragestellungen werden im Folgenden kurz be-
antwortet:

1. Gibt es Unterschiede beim Alter oder beim Geschlecht im Hinblick auf das Budding?
Eine signifikante Korrelation von Budding zum Patientenalter gab es nur nach der Me-
thode von Ueno im H&E. Eher etwas altere Patienten, durchschnittlich 67 Jahre alt, waren
budding-positiv im Vergleich zu den budding-negativen Patienten, die im Durchschnitt 63
Jahre alt waren. Zum Geschlecht gab es, unabhangig von der untersuchten Methode und
Farbung, keine signifikanten Korrelationen mit Budding.

2. Liefert das Budding in den Resektaten Hinweise auf ein erhdhtes Rezidivrisiko oder

auf einen friheren Tod?
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Unabhangig der angewandten Methode war Budding signifikant assoziiert mit einem Re-
zidiv und Tod im Follow-up. In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse blieb Budding
weiterhin signifikant und zeigte negativen Einfluss sowohl auf DFS als auch auf OS. Bud-
ding kann somit als ein unabhangiger prognostischer Marker fir ein negatives Outcome
bei Patienten mit einem neoadjuvant therapierten Rektumkarzinom betrachtet werden.
3. Bringt die IHC einen Vorteil bei der Beurteilung von Budding?
Generell konnten Buds nach der immunhistochemischen Farbung besser und schneller
erkannt werden. Demzufolge ist die IHC sensitiver fur das Auffinden der Buds. Ein in der
IHC budding-negativer Fall kann tatsachlich als budding-negativ betrachtet werden. Das
erklart die bessere Uberlebenszeit der Patienten ohne Budding, ausgewertet in der IHC,
im Vergleich zu den Patienten ohne Budding, ausgewertet in der H&E. In der multivariaten
Regressionsanalyse blieb Budding im AE1/AE3-Préaparat sowohl beim DFS als auch beim
OS als einziger Faktor signifikant und Gbertraf damit sogar den ypT- und ypN-Status.
4. Welche Methode ist zur Auswertung des Budding besser geeignet?
Trotz unterschiedlicher Herangehensweise an die Auswertung des Budding haben sich
die qualitative Methode nach Hase und die quantitative nach Ueno im Vergleich als sehr
ahnlich herausgestellt. Sie sind sehr einfach erlernbar und unterscheiden sich kaum in der
Auswertung oder in der Prognose; denn die Fallzahl der beiden Methoden innerhalb der-
selben Farbemethode zeigte nur geringgradige Veranderungen bezuglich der budding-
positiven Falle. So eignen sich beide Methoden gleichrangig zur Budding-Auswertung und
kénnen die Patienten in prognostisch relevante Risikogruppen einteilen.
5. Kodnnen weitere Faktoren als prognostische Marker des neoadjuvant therapierten Rek-
tumkarzinoms identifiziert werden?
Die weiteren Marker, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, wie Muzin und
Kalk im Resektat, regressive LK sowie das Vorhandensein einer Immunreaktion, lieferten
in uni- und multivariaten Cox-Regressionsanalysen kein erhdhtes Risiko zum Rezidiv oder

Tod. Diese nicht signifikanten Daten wurden im Ergebnisteil nicht explizit dargestellt.
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4.9 Fazit

Diese Arbeit liefert fiir das neoadjuvant therapierte Rektumkarzinom zwei Herangehens-
weisen an das Thema Budding, eine qualitative Methode nach Hase und eine quantitative
Methode nach Ueno. Beide Methoden sind einfach anwendbar, erfassen dhnliche Bud-
ding-Raten und unterscheiden sich bezuglich der Prognose kaum. Damit sind beide Me-
thoden gut geeignet, um in der Routine-Diagnostik eingefuihrt zu werden. In der vorlie-
genden Arbeit stellte sich heraus, dass die IHC, was das Auffinden der Buds betrifft, sen-
sitiver ist. Dadurch, dass die Buds mit Hilfe des Zytokeratins markiert werden, kbnnen sie
leichter und schneller erkannt werden. Immunhistochemisch-gefarbte Schnitte kénnen
somit bei der Einarbeitung unerfahrener Untersucher in das Thema Budding helfen, da
mit Hilfe der Farbung ein besseres Verstandnis fur diese Zellcluster entwickelt wird. Wei-
terhin Ubertraf Budding, ausgewertet in der IHC, den ypT- und ypN-Status in multivariaten
Uberlebensanalysen und zeigte sich als ein unabhangiger Faktor fir die Prognose des
DSF und des OS. Da die IHC kostenintensiv ist, sollte diese vor allem bei schwierigen
Umstanden, wie beispielweise bei Tumoren mit einer ausgepragten peritumoralen Ent-
zundungsreaktion herangezogen werden. Ob die IHC beim neoadjuvant therapierten
Rektumkarzinom der H&E-Farbung Uberlegen ist, misste in weiteren Arbeiten untersucht
werden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass Tumor Budding, unabhéangig von der Methode
und der Farbung, einen wichtigen prognostischen Faktor darstellt, dessen Anwendbarkeit
sich auch bei Tumoren nach neoadjuvanter Therapie erwiesen hat. Aufgrund grofRer Un-
sicherheit in der Erfassung des Buddings findet die Dokumentation dessen in der tagli-
chen Routinediagnostik immer noch zu wenig Beachtung. Wéhrend fur das unbehandelte
Karzinom eine vereinheitlichte Definition und ein Vorschlag fiir die Dokumentation bei der
ITBCC entwickelt wurde, gibt es noch zu wenige Studien und zu wenig Konsens zum
Budding beim neoadjuvant therapierten Karzinom. Nichtdestotrotz sollte die herausra-
gende Rolle des Tumor Budding beim neoadjuvant therapierten Rektumkarzinom in wei-
teren Arbeiten untersucht und dessen prognostischer Wert in prospektiven Studien ge-

klart werden.
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