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I. Einleitung und Problemstellung

1.1. Epidemiologie des Lungenkarzinoms

Das Lungenkarzinom ist ein maligner epithelialer Tumor, der weltweit jahrlich mehr
als eine Million Todesfélle verursacht. Seit Anfang des 20.Jahrhunderts nimmt die
Haufigkeit dieser bésartigen Neubildung bei beiden Geschlechtern stark zu.’® Heute
zahlt das Lungenkarzinom zur Krebstodesursache Nummer eins beim Mann. * %
Méanner erkranken etwa dreimal haufiger als Frauen (25% der Krebstodesfalle/Mann;
8% der Krebstodesfalle/Frau). Allerdings wird bei den Frauen eine erhebliche
Zunahme der Erkrankten erwartet; in der Todesursachenstatistik ist das

Lungenkarzinom dabei, den Brustkrebs auf den zweiten Platz zu verdrangen.'*?

In der Bundesrepublik Deutschland (Stand 2003) ist das Lungenkarzinom mit 20%
aller bosartigen Neubildungen die haufigste Erkrankung beim Mann (~33.000/Jahr).
Bei der Frau findet sich das Lungenkarzinom mit ~9.200 Neuerkrankungen/Jahr an
zweiter Stelle hinter dem Brustkrebs und vor dem Darmkrebs. Jéhrlich sterben in
Deutschland ca. 28.600 Manner und 10.600 Frauen an den Folgen von bdsartigen
Neubildungen der Lunge.'® Die altersstandardisierte Sterbeziffer des statistischen
Bundesamtes (Stand 2003) liegt beim Mann mit 67,9/100.000 viermal tber dem Wert
der Frau, der 16,6/100.000 betragt.>* Die Anzahl der sich in Nachsorge befindlichen
Patienten liegt bei ungefdhr 150.000. Vergleichbare Zahlen finden sich auch in

anderen westlichen Industrielandern.%® 124

Derzeit lasst sich eine Trendwende in der Lungenkrebsmortalitat feststellen. Bei den
Mannern findet sich eine Haufigkeitsabnahme (1990=78,3/100.000), wéhrend man
bei Frauen steigende Mortalitdtszahlen findet (1990=12,6/100.000). Diese
Umverteilung ist einerseits auf den wachsenden Anteil rauchender Frauen
zurickzufihren und andererseits auf den leichten Rickgang der mannlichen
Raucher. Rauchten 1984 nur 26,7% der Frauen, so waren es im Jahr 2003 rund
30,1%.%°



1.2. Atiologie

Fur das Auftreten von Lungenkarzinomen steht als ursachlicher Faktor das Rauchen
im Vordergrund, weitere Ursachen sind durch die Exposition verschiedener Stoffe auf

das Lungengewebe bedingt.

Ein Zusammenhang zwischen dem Tabakkonsum und dem Auftreten von
Lungenkarzinomen wurde schon friih vermutet, bewiesen wurde dies aber erst in den
50er Jahren durch grol3 angelegte Studien, wie die von Graham und Wynder in den
USA und Doll und Hill in GroRbritannien.?®'* Man geht davon aus, dass
Tabakkonsum in 85-90% der Falle Ursache fir die Entstehung von
Lungenkarzinomen ist.3% 3% 48 109 118 pahej ist das Risiko eines Rauchers, ein
Lungenkarzinom zu entwickeln, abh&ngig von den Raucherjahren, Anzahl und
Qualitat der Zigaretten, sowie dem Alter zu Beginn des Rauchens.?® *# Es ist ca. 10-
20mal hoher als das des Nichtrauchers.?® In der Regel erfolgt das Auftreten von
Lungenkarzinomen mit einer 20-30 jahrigen Latenzphase nach Beginn des
Tabakkonsums.*?® So betrifft die Hélfte aller Erkrankungsfélle Patienten jenseits des
65. Lebensjahres. Dadurch entstehen entscheidende klinische Konsequenzen, da
bei dieser Patientengruppe haufig zusatzlich kardiovaskulare Begleiterkrankungen
und physische Einschrankungen (z.B. verminderte Vitalkapazitdt der Lunge)
bestehen, die das therapeutische Vorgehen beeinflussen. Auch durch Passiv-
Rauchen kann das Karzinom-Risiko bis auf das Zweifache des nicht exponierten

Nichtrauchers erhoht werden.*® 49109

Berufliche Expositionen spielen neben dem Rauchverhalten eine erhebliche Rolle bei
der Entstehung von malignen Lungentumoren, atiologisch werden ihnen 7-12% der
Lungenkarzinome zugeschrieben.® 1% In verschiedenen Studien wird das Auftreten
bdsartiger Lungentumoren nach Exposition gegentber Aluminium, Arsen, Asbest,
Chrom, Senfgas, Vinylchlorid, Beryllium, Radon, Cadmium, Formalin,
Dieselverbrennungsstoffen und Nickel beschrieben. Die kanzerogene Potenz der
einzelnen Stoffe wird allerdings sehr unterschiedlich beurteilt.%% 1 3% Ein erhohtes
Risiko, an bdsartigen Neubildungen der Lunge zu erkranken, besteht auch fir
Arbeiter an Kokséfen und in der Stahl- und Eisenindustrie, ebenso fir Uranbergleute,

bei welchen zwischen der Strahlenbelastung durch Radonzerfallsprodukte und der
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Entstehung von Lungenkrebs ein eindeutiger Zusammenhang festgestellt
wurde.?®37% Bej der Untersuchung von Lungentumoren als Berufskrankheit zeigte
sich nicht nur ein additiver Effekt zum Tabakmissbrauch, sondern teilweise
Uberadditive oder sogar multiplikative Effekte, wie am Beispiel der Asbestexposition

durch Schneider et al. gezeigt wurde.*

Desweiteren besteht neben diesen rein &tiologischen Gesichtspunkten bei vielen
kanzerogenen Stoffen ein Zusammenhang mit einer speziellen histologischen
Unterart. So findet man das Plattenepithelkarzinom und das kleinzellige Karzinom
der Lunge gehauft unter mannlichen Rauchern, wahrend man Adenokarzinome der

Lunge anteilsmé&Rig gehauft unter Nichtrauchern und Frauen findet.*®

Bei der Entstehung von bdsartigen Lungentumoren wird auch eine genetische
Disposition diskutiert.”® So ist der Genort 6g23-25 mit familiar vorkommenden

Lungenkarzinomen assoziert; dessen genaue Bedeutung ist noch unklar. %

Fir das kleinzellige Lungenkarzinom sind typische erworbene molekulare
Veranderungen bekannt: zytogenetisch wurde ein Allelverlust der Chromosomen 3p,
4q, 59, 10g, 13q und 17p gefunden; dadurch resultiert unter anderem ein
Rezeptorverlust fur Thyroxin  und Retinsaure bzw. ein Verlust der
Tumorsuppressorgene p53 und RB. Aber auch andere Tumorsuppressorgene wie
FHIT, VHL, APC, XPC und p21 verlieren ihre Funktion.? Zusétzlich werden im
weiteren Verlauf Onkogene aus der myc und ras/p21 Gruppe aktiviert.>® Ahnliche
Verdnderungen  wurden auch in  nicht-kleinzelligen  Lungenkarzinomen
nachgewiesen: Deletionen der Chromosomen 3p, 44, 59 und 13q. Zusatzlich fanden
sich Deletionen an den Chromosomenarmen 6q, 8p, 9p 18q und 21q.** ® So ist z.B.
eine erhbhte EGFR-Expression bei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen mit einer
verkirzten Uberlebenszeit, aggressiverem Tumorwachstum und vermehrter

Chemotherapieresistenz  assoziiert.1%33%4%¢  pje

Erforschung der patho-
physiologischen Grundlagen der Tumorentstehung ist entscheidend fur die
Entwicklung neuer Therapieansatze, z.B. auf der Grundlage der Antikorper- oder

Gentherapie.



1.3. Tumorentstehung

Man nimmt derzeit an, dass Lungenkarzinome aus pluripotenten Stammzellen
epithelialen Ursprungs hervorgehen. **° Mégliche Zelltypen stellen Clarazellen, Typ
I Pneumozyten und Reservezellen des bronchoalveolaren Epithels dar. Bei der
Entstehung bdsartiger Lungentumore geht man wie schon bei anderen Tumoren
davon aus, dass die Entwicklung stufenweise Uber Stadien der Metaplasie und
Dysplasie sowie Carcinoma-in-situ bis zum invasiven Karzinom ablauft (Abb.1).%"

19815 Diese Theorie wurde durch zytologischen molekulargenetischen

Untersuchungen belegt.***

Abbildung 1: Stadien der Tumorentstehung

Epithelhyperplasie

Metaplasie

Dysplasie

Liegt ein Karzinom vor, so unterscheiden sich auch die Tumorverdopplungszeiten bei
den verschiedenen Lungentumoren zum Teil erheblich. So ist sie bei den
Adenokarzinomen mit durchschnittich 183 Tagen am langsten, bei den
Plattenepithelkarzinomen mit 100 Tagen schon geringer, am kirzesten fur die

kleinzelligen Tumoren mit durchschnittlich 55-80 Tagen.* 3% 106107
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1.4. Histologie und Histopathologie

Die WHO erstellte eine Tabelle der verschiedenen Lungentumoren, die 2004
aktualisiert wurde und heute die weltweit giiltige Klassifikation darstellt.? Die folgende

Aufzahlung gibt dartiber einen Uberblick:

A) Maligne epitheliale Tumoren
1) Plattenepithelkarzinom
2) Kleinzelliges Karzinom
3) Adenokarzinom
4) GrofR3zelliges Karzinom
5) Adenosquamoses Karzinom
6) Karzinoidtumor
7) Bronchialdriisenkarzinom
8) Papillare Tumoren des Oberflachenepithels
9) Sarkome
10) Préainvasive Lasionen
11) Mesenchymale Tumoren
B) Benigne epitheliale Tumoren
1)Papillome
2)Adenome
C) Lymphoproliferative Tumoren
D) Mischtumoren

E) Metastasen

Zu den wichtigsten histologischen Typen der malignen Lungenkarzinome gehdren
folgende Tumoren % das meist zentral gelegene Plattenepithelkarzinom mit einer
H&aufigkeit von 45%, die Metastasierung erfolgt vor allem lymphogen. Das haufiger in
der Peripherie gelegene Adenokarzinom macht einen Anteil von bis zu 25% der
Lungentumoren aus, gefolgt vom kleinzelligen Karzinom (20%), welches in der Regel
hamatogen metastasiert. Einen geringeren Anteil von ca. 10% stellt das grof3zellige
Karzinom der Lunge dar, das immunhistologisch keine eindeutige Differenzierung
zeigt (Abb.2+3).



Abbildung 2: Histologie der hdufigsten Lungenkarzin ome

Plattenepithelkarzinom Azindres Adenokarzinom

Kleinzelliges Karzinom
,oat cell_“ _Typ

| b

L

oy

Quelle: 1998-2003: H. Herbst & J.-H. Hibner

Histologisch differenziert man haufig nur zwischen nicht-kleinzelligen (NSCLC) und
kleinzelligen (SCLC) Lungenkarzinomen. Diese Einteilung ist entscheidend fur die

weitere Therapie und die Prognose.

Abbildung 3: Anteilshaufigkeiten der Lungenkarzinom e

Grol3zelliges Ca
10%
Plattenepithel-
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Kleinzelliges Ca
20%

Adeno-Ca
25%
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1.5. Stadieneinteilung

Die Einteilung der anatomische Ausbreitung von malignen Tumoren erfolgt in der
Regel anhand der weltweit einheitlichen TNM-Klassifikation (UICC und AJCC

1987).>° Daraus wiederum wird die Stadieneinteilung gruppiert. Diese

Klassifikationen dienen der Standardisierung des therapeutischen Vorgehens und

der prognostischen Beurteilung.

TX

TO
T1

T2

T3

T4

NX
NO
N1
N2
N3

MX
MO
M1

Klassifikation des Primartumors na  ch der TNM-Klassifikation
Primé&rtumor
Primartumor kann nicht beurteilt werden, oder Nachweis von malignen Zellen im
Sputum oder Bronchialsekret ohne radiologische oder bronchoskopische Tumorlokalisation
Kein Anhalt fur Prim&rtumor
Tumor maximal 3 cm im gréten Durchmesser, umgeben von Lungengewebe oder
viszeraler Pleura, keine Infiltration proximal eines Lappenbronchus
Tumor mit einem der folgenden Kennzeichen:
Durchmesser mehr als 3cm
Befall des Hauptbronchus, 2cm oder weiter distal der Carina
Infiltration der viszeralen Pleura
Atelektase oder obstruktive Entziindung bis zum Hilus, aber nicht der ganzen Lunge
Tumor jeder Gro3e mit direkter Infiltration einer der folgenden Strukturen:
Brustwand, Zwerchfell, mediastinale Pleura, parietales Perikard
oder Tumor im Hauptbronchus weniger als 2 cm distal der Carina, aber Carina selbst
nicht befallen oder Tumor mit Atelektase oder obstruktiver Entziindung der ganzen Lunge
Tumor mit Invasion einer der folgenden Strukturen:
Mediastinum, Herz, groRRe GefaRe, Trachea, Osophagus, Wirbelkdrper, Carina
oder Tumor mit malignem Pleuraergul oder vom Primartumor getrennte Tumorherde

im gleichen Lappen

Klassifikation des Lymphknotenbefalls nac  h der TNM-Klassifikation
regionare Lymphknoten
Regionédre Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
Keine regiondren Lymphknotenmetastasen
Metastasen in ipsilateralen peribronchialen Lymphknoten und/oder ipsilateralen Hiluslymphknoten
Metastasen in ipsilateralen mediastinalen und/oder subcarinalen Lymphknoten
Metastasen in kontralateralen mediastinalen, kontralateralen Hilus-, ipsi- oder

kontralateralen Skalenus-oder supraklavikularen Lymphknoten

Klassifikation der Fernmetastasen nach der TNM-Klassifikation
Vorhandensein von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

-11 -




Die Tumorstadien werden wie folgt gruppiert (nach AJCC/UICC 1996)°°:

Stadium O Tis NO MO
Stadium la Tl NO MO
Stadium Ib T2 NO MO
Stadium lla T1 N1 MO
Stadium llb T2 N1 MO

T3 NO MO
Stadium llla  T1-T3 N2 MO

T3 N1 MO
Stadium lllb T4 NX MO

TX N3 MO
Stadium IV X NX M1

Neben der TNM-Klassifikation gibt es fur das kleinzellige Lungenkarzinom auch eine

einfachere Einteilung nach der Marburger Klassifikation (Wolf und Havemann 1995),

die Beachtung in der Klinik gefunden hat.*?’

Very Limited Disease (VLD) Primartumor von Lungengewebe oder viszeraler Pleura
umgeben mit maximal Atelektase
Kleiner Winkelergul3 ohne maligne Zellen
Lymphknotenbefall hilar ipsilateral
Limited Disease (LD) Primartumor mit Thorax-, mediastinaler Pleura- oder
Diaphragmainfiltration
Totalatelektase einer Lunge
Lymphknotenbefall mediastinal ipsi- oder kontralateral sowie
kontralateral hilar
Extensive Disease | (ED I) Priméartumor mit Herz-, Osophagus-oder Wirbelsauleninfiltration
Maligner Pleuraergul3
Maligner Perikardergufd
Rekurrens-, Phrenikusparese
Vena Cava Superior-Syndrom
Lymphknotenbefall supraklavikulér ipsi-oder kontralateral
Extensive Disease lla (ED lla) Hamatogene Fernmetastasen in einem Organ einschlieflich

kontralateraler Lunge

Extensive Disease IlIb (ED IIb) Hamatogene Fernmetastasen in mehr als einem Organ

-12 -



1.6. Diagnostik und Staging

Lungenkarzinome sind in den friihen Stadien meistens symptomlos. Oft werden sie
als Zufallsbefund bei einer konventionellen Réntgenroutineuntersuchung entdeck.
Symptome wie Nachtschweil3, Gewichtsverlust, Husten, Dyspnoe, Hamoptysen,
Brustschmerzen und Pneumonien sind Hinweise fur das Vorliegen einer Neoplasie.
Hinweise auf ein fortgeschrittenes Stadium kdénnen Nervenlahmungen
(Recurrensparese, Schulterschmerzen), das Horner Syndrom, epileptische Anfélle
(ZNS-Metastasierung) oder paraneoplastische Syndrome (z.B. Lambert-Eaton-
Syndrom) sein.?

Zur Standarddiagnostik eines Tumors gehdren die Anamnese des Patienten und die
Erhebung des klinischen Befundes. Klinische Symptome, die auf eine bronchiale

Neoplasie hinweisen, lassen sich in drei Gruppen einteilen®:

1. Allgemeine Tumorsymptome wie Mudigkeit und/oder Gewichtsverlust
2. lokoregionale Symptome wie Husten, Heiserkeit, Thoraxschmerzen
3. metastasenbedingte Symptome wie Skelettschmerzen, abdominelle

Beschwerden oder Kopfschmerzen, Schwindel oder epileptische Anfalle

Die weitere Basisdiagnostik umfasst die Rontgenuntersuchung des Thorax, evitl.
unter Durchleuchtung. Da jedoch nicht alle Lungenkarzinome auf einer
konventionellen  Roéntgenaufnahme  sichtbar  sind, folgt als  weiterer
Untersuchungsschritt die computertomographische Aufnahme der Lunge sowie die
bronchoskopische Untersuchung des Patienten mit gleichzeitiger Probenentnahme
zur histologischen Diagnostik der Raumforderungen.’® *® Das Tumormaterial kann
bei Sichtung direkt oder durch Spuilung (Bronchiallavage), Burstung oder auch
invasive Verfahren suspekter Areale gewonnen und aufgearbeitet werden. Ebenso

kann Sputum auf das Vorhandensein von abnormen Zellen untersucht werden.* > 2

-13-



Die weitere Diagnostik der Tumoren dient der Erfassung der lokalen
Tumorausdehnung, dem Ausschluss von Metastasen und der Prufung der
allgemeinen Operabilitat. So werden Labor, Oberbauchsonografie,
Skelettszintigramm, CT-Abdomen, CT-Thorax, CT-Schadel, Elektrokardiogramm,
Blutgasanalyse und eine Lungenfunktionsprifung durchgefuhrt; in einigen Fallen
kann auch eine Beckenkammbiopsie notwendig sein. Bei extrapulmonalen
Beschwerden werden gezielte MalBhahmen zum Ausschlu? von Fernmetastasen

erforderlich.?®

Diagnoseverfahren, wie die Bestimmung von Tumormarkern, wie NSE, CEA, SCC
und CYFRA 21-1, haben sich aufgrund ihrer geringen Tumorspezifizat und aufgrund
ihrer Anfalligkeit gegentber Storfaktoren nicht etabliert. Dennoch kdénnen sie zur

Kontrolle des Therapieverlaufs eingesetzt werden.> %% %3

1.7. Therapie

Die Therapie der Lungenkarzinome basiert wie bei anderen soliden Tumoren auf der
klassischen  onkologischen  Trias von  Chirurgie, = Chemotherapie und
Strahlentherapie. Prinzipiell kann zwischen der Therapie von nicht-kleinzelligen und
kleinzelligen Lungenkarzinomen unterschieden werden. Die Therapie der nicht-
kleinzelligen Karzinome sieht in den Stadien | und Il ein operatives Vorgehen vor,
sofern die Patienten funktionell operabel sind. Auch im Tumorstadium IlIA kann eine
operative, kurative Behandlung angestrebt werden. Zusatzlich kann in diesen
Stadien eine kurative oder palliative Strahlentherapie erfolgen. In den Stadien 1lIB
und IV besteht keine Indikation zur operativen Therapie. Im Stadium 1lIB wird zum
jetzigen Zeitpunkt eine simultane Radiochemotherapie gepruft; bei bereits
fortgeschrittenen Tumoren mit Fernmetastasen ist die Chemotherapie die Therapie
der Wahl. Die Weiterentwicklung der Zytostatika fuhrte zu einer Verlangerung der
mittleren Uberlebenszeit und einer Verbesserung der Lebensqualitat. Die Zytostatika-
empfindlichkeit ist allerdings geringer als bei den kleinzelligen Lungenkarzinomen.
Gute Ansprechraten mit deutlicher Lebensverlangerung finden sich bei einer

kombinierten Chemo-/Strahlentherapie.*?
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Folgende Therapieschemata sind zur Therapie der nicht-kleinzelligen

Lungenkarzinome (NSCLC) zugelassen:

Initialtherapie (first line chemotherapy):
1)Vincristin/Cisplatin®
2)Gemcitabin/Cisplatin®*

3)Gemcitabin: Monotherapie bei &lteren Patienten’?

4)Vinorelbin: Monotherapie bei dlteren Patienten* 3> 7

5)Taxol/Carboplatin '
6)Taxotere/Cisplatin?

7)Cisplatin plus z.B. Vinorelbin plus simultane Radiotherapie'*®

Rezidivtherapie (second line chemotherapy):

1)Docetaxel Mono®*
2)Pemetrexed®?
3)Erlotinib*

Das kleinzellige Lungenkarzinom unterscheidet sich von den nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen dadurch, dass zum Zeitpunkt der Diagnosestellung in fast allen
Fallen bereits eine Fernmetastasierung vorliegt und in der Regel eine Operabilitat
nicht mehr gegeben ist. Nur in sehr frihen Tumorstadien (Stadium I-1I) kommt bei
dieser Tumorart eine operative Therapie in Frage. Im Anschluss erfolgt dann eine
adjuvante Chemotherapie, da das kleinzellige Lungenkarzinom sehr chemosensibel
ist. Alle anderen Tumorstadien indizieren die primare Chemotherapie oder eine
simultane Chemo- und Radiotherapie, soweit der kdrperliche Zustand des Patienten
es zuladsst. Bei einer fruhzeitigen Therapie konnen selbst im Stadium IV
Verlangerungen der Uberlebenszeit von bis zu 12 Monaten erreicht werden.?

Fur die Durchfuhrung einer aggressiven Kombinationschemotherapie gibt es
folgende Vorraussetzungen:

-Alter unter 70 Jahre

-Karnofsky-Index >60%

-Gewichtsverlust <10 bis 15%

-keine schwerwiegenden Funktionsstérungen von KM, Niere, Herz und Leber
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Sind diese Bedingungen nicht erflllt kann, auf eine weniger aggressive Therapie
umgestellt werden. Als ,Standardtherapie” gelten heute folgende Kombinationen, die

mit einer entsprechenden supportiven Therapie durchgefiihrt werden:

Initialtherapie (first line chemotherapy):

1)Adriamycin, Cyclophosphamid, Vincristin®®
2)Cisplatin, Etoposid**®

3)Etoposid, Ifosfamid, Cisplatin®
4)Epirubicin, Cyclophosphamid, Vincristin'*

5)Taxol/Etoposid/Cisplatin®

Rezidivtherapie (second line chemotherapy):

1)Topotecan”
2)Adriamycin, Cyclophosphamid, Vincristin®?

Zumeist werden 4-6 Zyklen durchgefthrt, die alle 3 Wochen wiederholt werden. Bei
Nichtanspechen der Therapie nach 2 Zyklen sollte auf ein anderes Schema
gewechselt werden. Im Falle einer kompletten Remission des Tumors der Lunge
kann eine prophylaktische palliative Bestrahlung des Neurokraniums oder des
Mediastinums durchgefuhrt.

Tab. 1: Therapieschemata bei Lungenkarzinomen

SCLC NSCLC
primar operativ I+ 11A I, I+ (IA)
Chemotherapie-und/ | lIB, IlIA + B, IV B + Iv
oder
Strahlentherapie
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Haufige Nebenwirkungen der Chemotherapie sind Ubelkeit, Erbrechen sowie
Haarausfall und eine Schadigung des Knochenmarks mit folgender Panzytopenie.
Dadurch bedingte Veranderungen des Therapieintervalls oder eine Dosisreduktion
konnen zur Regeneration der Tumorpopulation und damit zu einer geringeren
Ansprechrate auf die Chemotherapie fuhren. Durch den Einsatz von neuen
Medikamenten aus dem Bereich der Zytokine, wie Wachstumsfaktoren (z.B. G-
CSF=Neupogen) lasst sich dieses Risiko reduzieren.*** Weitere Komplikationen, wie
Sekundarinfektionen treten seltener auf. In Studien wird zur Zeit getestet, inwieweit
das Wachstumshormon fur Erythrozyten (Erythropoetin; z.B. NeoRecormon) zu einer
Verbesserung der Lebensqualitat und Optimierung und dem Ansprechen der
Therapie fithrt.%®

Fuar  die nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome  werden zurzeit neue
Behandlungsansatze aus der Immuntherapie und Antikorpertherapie in einigen
Studien auf ihre Wirksamkeit erprobt. Vielversprechende Ergebnisse gibt es bei der
Anwendung von EGFR — Tyrosinkinaseinhibitoren, wie Erlotinib (Tarceva®). Studien
fur die Zweitlinientherapie zeigten Ansprechraten von 8,9%>°; in einer Subgruppe von
Patienten mit NSCLC im Stadium 1I/IV wurde sogar ein Uberlebensvorteil von 12
Monaten nachgewiesen.** Aber auch Antikérper gegen das Proto-Onkogene
Her2/neu -Herceptin/Trastuzumab- werden zurzeit in Phase IlI/lll Studien auf ihre
Wirksamkeit bei Patienten mit NSCLC getestet.> In Zelllinienversuchen zeigte
Trastuzumab in Subgruppen einen signifikanten zytotoxischen Effekt.®® Ein weiteres
neues Medikament ist Bevacizumab, ein monoklonaler Antikorper gegen VEGF
gerichtet, der die GefaRneubildung des Tumors hemmt.®® In Phase I/l Studien
zeigten sich in Kombination mit Paclitaxel und Carboplatin Ansprechraten bis zu 27%

mit einem verbesserten Gesamtiiberleben der Patienten.®®

Auch far die Patienten mit kleinzelligem Lungenkarzinom wird die zielgerichtete
Hemmung von tumoralen Rezeptoren wie z.B. c-kit (CD117) durch die sogenannten
kleinmolekularen Inhibitoren bereits in Phase Il Studien untersucht.*® Eine andere
Therapiemoglichkeit stellt die Kombination aus Chemotherapie und autologer Blut-
Stamm-Zell Transplantation dar. Hieraus ergeben sich je nach Stadium in ersten

Studien 5-Jahresiiberlebensraten von bis zu 55%.%’
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1.8. Prognose

Die Prognose fir den erkrankten Patienten ist von dem jeweils vorliegenden
Tumortyp aber vor allem auch vom Tumorstadium abhangig. Ebenso spielt die
Tumorlokalisation eine wichtige Rolle. Prognostisch ungtinstige Kriterien sind ein
Karnofsky-Index <60%, eine erhohte LDH sowie ein Gewichtsverlust von mehr als
5% des Korpergewichts und andere Beschwerdesymptomatiken. Diese Patienten
haben eine Lebenserwartung von 5-7 Monaten, die man durch eine Chemo- oder
Strahlentherapie nur marginal verlangern kann. Hier sollte eine Therapie
entsprechend der Richtlinien der ,best supportive care* erwogen werden.

Die Prognose aller Patienten mit Lungentumoren ist schlecht, die 5-

Jahresiuberlebensrate liegt unter 5%. Die nachfolgende Auflistung zeigt die
Uberlebensdaten von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (Tabelle 2).%

Tab. 2: Uberlebensdaten von Patienten mit nicht-kle inzelligem Lungenkarzinom

Stadium Mediane Uberlebenszeit | 5-Jahresiiberlebensrate(%)
(Monate)
Stadium la 75-80
Stadium Ib 55-60
Stadium lla 55-60
Stadium llb 36 35-45
Stadium llla (T3 N1 M0) 36 30-40
Stadium Illa (T1-3 N2 MO0) 16 15
Stadium lllb 10-12 5
Stadium IV 6 <1
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Die kleinzelligen Lungenkarzinome haben unbehandelt die schlechteste Prognose
mit einer 1-Jahresuberlebensrate von 4-6%. Ohne Therapie betragt die
durchschnittliche Uberlebenszeit der Patienten etwa 3 Monate. Eine Ubersicht tber
die Uberlebensraten gibt die folgende Auflistung, die sich an der Stadieneinteilung
kleinzelliger Lungentumoren nach der Marburger Klassifikation orientiert
(Tabelle 3).18

Tab. 3: Uberlebensdaten von Patienten mit kleinzell  igem Lungenkarzinom

Mit Chemo-/Radiotherapie
Ohne Therapie Limited Extensive
Disease Disease
Mediane Uberlebenszeit
(Monate) 3-5 90-95 70-80
Uberlebensraten in (%)
e 1 Jahr 4-5 40-70 20-40
e 2 Jahre 15-30 10-20
e 5 Jahre 5-15 0-5
¢10 Jahre 0-5
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1.9. Molekulare Prognosemarker bei Lungenkarzinomen

Die schlechte Prognose und die geringen 5-Jahresiberlebensraten der Patienten mit
Lungenkarzinom zeigen, wie wichtig ein optimales multimodales Therapiekonzept ist.
Weiterhin steht in der Diskussion, in welchem Stadium abh&ngig vom histologischen
Typ, eine neoadjuvante oder adjuvante Chemo- oder Strahlentherapie erfolgen soll,
wann eine Palliativsituation vorliegt und ob die Histologie einen Einfluss auf die Wahl

der Chemotherapeutika hat.

Gelange es, prognostische Marker zu identifizieren, so kdnnten Patientengruppen
identifiziert werden, die eine gunstige bzw. unginstige Prognose haben. Damit lieRe
sich von Therapiebeginn an die Therapie optimieren und intensivieren. Weiterhin
gabe es die Mdglichkeit eines therapeutischen Vorgehens gegen die molekularen
Zielstrukturen. Ein bekannter prognostischer molekularer Marker mit der Funktion
eines Onkogens ist die Tyrosinkinase c-kit.° Rohr et al. wies bei 203 Patienten mit
kleinzelligem Lungenkarzinom einen signifikanten Uberlebensvorteil fir Patienten mit
positiver c-kit-Expression nach.®® Daher ist es von groRer Bedeutung, weitere Gene
zu identifizieren, die einen Einfluss hinsichtlich des Uberlebens von Patienten mit
Lungenkarzinomen ausuben. In dieser Studie wurden zwei interessante Gene
immunhistochemisch untersucht und ihr Einfluss auf die Prognose der Patienten

ermittelt.

FHIT (Fraqile histidine triad)
Molekulare Analysen haben einen Verlust der Heterozygotie am Chromosom 3p bei
90%-100% der Kkleinzelligen Lungenkarzinome und bei 50%-80% der nicht-

kleinzelligen Lungenkarzinome gezeigt.'*> '*® Mindestens 3 Regionen mit diesen
Mutationen wurden beschrieben: 3p25, 3p21.3 und 3p14. Das ,fragile histidine triad"
(FHIT) gene wird auf dieser Region 3p14.2 kodiert. Es wird vermutet, dass es an der
Entwicklung von Lungenkarzinomen beteiligt ist.°” Das 16,8 kDa groRe FHIT-Protein
besteht aus 146 Aminoséauren. Es handelt sich hierbei um das menschliche Homolog
des spaltbaren Hefe-Proteins Schizosaccaromyces pombe, eine Diadenosine 5°,5-
P,P,-tetraphosphathydrolase.®® Obwohl die exakte molekulare Signaliibermittlung
von FHIT unbekannt ist, so scheint doch der FHIT-Substrat-Komplex als

Signalmolekiil”™* an der Regulation der p53 unabhangigen Apoptose* und der Zell-
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Zyklus-Kontrolle beteiligt zu sein.®® Eine Wiederherstellung der FHIT-Expression fihrt
zu einer Apoptoseinduktion und zu einer Hemmung der Tumorentstehung in
Lungenkarzinomzelllinien in vitro® und in vivo.®® Gut dokumentiert ist die FHIT-
Expression in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen. Innerhalb der nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinome (NSCLC) zeigten immunhistochemische Untersuchungen der
FHIT-Expression haufiger einen Verlust der Heterozygotie in
Plattenepithelkarzinomen als in Adenokarzinomen. Dabei korrelierte ein Verlust der
Heterozygotie mit einer hdheren Proliferationsrate der Tumorzellen, einem
niedrigeren Apoptoseindex und einem signifikant verkiirzten Uberleben der
Patienten.’*? Dagegen sind bisher nur 19 kleinzellige Lungenkarzinome und 28
SCLC Zelllinien auf eine FHIT-Expression untersucht worden. Zwischen 30%-50%
der Primartumoren und zwischen 20%-47% der SCLC Zelllinien zeigten eine positive
FHIT-Expression.’® 8 1% Da bisher nur eine sehr geringe Anzahl von kleinzelligen
Lungenkarzinomen auf die Expression von FHIT untersucht worden ist, lassen diese
Daten keinen Rickschluss auf den Einfluss von FHIT auf das Gesamtiberleben

eines Patienten zu.

PTTG-1 (Pituitary tumor transforming gene-1)

Beim zweiten untersuchten Gen handelt es sich um das ,pituitory tumor-transforming
gene® (PTTG-1). Im Jahr 1997 wurde dieses neue Proto-Onkogene in hormon-
sezernierenden malignen Hypophysentumoren entdeckt.”* Daher resultiert auch der
Name ,pituitory tumor transforming-gene“ (PTTG-1). Das 23 kDa grol3e Protein
besteht aus 202 Aminosauren und ist auf dem Chromosom 5033 lokalisiert. Dieser
Genort scheint mit der Progression von Lungenkarzinomen zu korrelieren; Hosoe et
al. wies bereits 1994 in 59 Lungenkarzinomen vermehrt Deletionen im langen Arm
des Chromosoms 5 (5q) in den fortgeschrittenen Tumorstadien nach.*> *® 28 pTTG-1
wird auch physiologischerweise in normalen Geweben verschiedener Organe, wie
Hodengewebe, dem Kolon und der Lunge, exprimiert. Hingegen wurde eine
Uberexpression in einigen malignen Tumoren und Krebszelllinien, einschlieRlich
Karzinome des Magen-Darm-Traktes, der Brust, der Lunge, als auch in Lymphomen
und leukamischen Zellen nachgewiesen.’” "> % 121 Hinweise, die belegen, dass es
sich bei PTTG-1 um ein Proto-Onkogen in vivo handelt, wurden bestatigt, als die
kodierende Sequenz von PTTG-1 in NIH 3T3 Fibroblasten transfiziert wurde. Die
Transfektion von PTTG-1 fuhrte zu morphologischen Verdnderungen und zu
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Anderungen im Wachstumsverhalten der Fibroblasten. Als die genetisch veranderten
Fibroblasten in Labormause injiziert wurden, entstanden in 4 von 5 Tieren Tumore.
Obwohl damit die Funktion von PTTG-1 als Onkogen verdeutlicht wurde, ist der

eigentliche Mechanismus der Tumorinduktion unklar. Méglicherweise spielt PTTG-1

17,27

eine Rolle in der Regulation der Transkription oder Induktion des

wachstumsférdenden bFGF fibroblast growth factor*

oder Aktivierung des Proto-
Onkogens c-Myc.'®” Dies filhrt zu einem Anstieg der Angiogenese und
Zellproliferation. Weiterhin ist PTTG-1 mit Zell-Zyklus Genen assoziiert und kann,

abhangig vom Zelltyp, Apoptose induzieren.*" 3 7®

1.10. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, neue molekulare Prognosemarker fir Patienten mit
kleinzelligen— oder mit nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen zu identifizieren. Dazu
wurden zwei Gene —FHIT und PTTG-1- herausgesucht, um deren prognostischen
Wert auf das Uberleben der Patienten zu ermittelt. Tumorproben der Patienten
wurden formalin-fixiert, in Paraffin eingebettet und retrospektiv auf die Expression
von FHIT oder PTTG-1 immunhistochemisch untersucht. Die Expressionsstarke der
Tumorzellen und der Anteil der Tumorzellen, der eine Expression fur FHIT oder
PTTG-1 aufwies, wurden ermittelt. Anschlie3end wurde der Einfluss dieser Gene fir
das Uberleben der Patienten in Uni- und Multivariatanalysen berechnet. Zusatzlich
wurden Kklinische Parameter hinsichtlich einer Korrelationen mit der FHIT —oder
PTTG-1-Expression untersucht.

-22 -



Il. Patienten und Methoden

2.1. Patienten im Uberblick

In  dieser Studie wurden Tumorproben von drei Patientengruppen
immunhistochemisch  untersucht: 225 Patienten mit einem kleinzelligen
Lungenkarzinom auf die Expression des FHIT-Gens und 227 Patienten (136
kleinzellige Lungenkarzinome und 91 nicht-kleinzellige Lungenkarzinome) auf die
Expression des PTTG-1-Gens. Die Patientengruppen wurden aus dem
Universitatsklinikum Dusseldorf und den kooperierenden Lehrkrankenhausern
ermittelt, bei denen ein Lungenkarzinom diagnostiziert worden war. Von diesen
Patienten wurde vor Therapiebeginn mittels Bronchoskopie oder CT-gesteuerter
Punktion eine Biopsie aus der Tumorregion entnommen. Von zwei Pathologen des
Instituts fur Pathologie der Universitat Dusseldorf wurde unabhangig voneinander die
Diagnose eines Lungenkarzinoms gestellt. Diese basierten auf dem
immunhistochemischen Nachweis von lungentumortypischen Mustern von
Zytokeratin- und Chromogranin A, Synaptophysin- und des Thyroid transcription
factor-1. Anschlieend erfolgte die immunhistochemische Auswertung der Proben
hinsichtlich der Expression des ,fragile histidine triad“ (FHIT) Protein oder der
Expression des ,pituitary tumor transforming gene-1“ (PTTG-1). Die klinischen Daten

wurden retrospektiv ermittelt.

Das Uberleben der Patienten wurde in Tagen ab dem histologischen Diagnosedatum
berechnet. Der Allgemeinzustand der Patienten ist nach den Kriterien der WHO
(volle Aktivitat entspricht Grad O bis moribund Grad IV) ermittelt worden. Ebenso
erfolgte die Einteilung der Tumorausdehnung nach der TNM-Klassifikation,*® wie
oben erlautert, und die Zuordnung der Karzinome in die entsprechenden Stadien I-
IV.>® Von allen Patienten wurden auBerdem die Labordaten beziiglich
Hamoglobinwert, Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl und LDH-Wert zum Zeitpunkt

der Diagnosestellung ermittelt.
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Die folgende Tabelle 4 gibt einen Uberblick Uiber die Basisdaten der Patienten in der

Gruppe I:

Tabelle 4: Untersuchung von 225 Patienten mit SCLC auf FHIT-Expression

Patienten SCLC: FHIT (n=225)
Durchschnittsalter (in Jahren) 62,6+9,9
Geschlecht 162 méannlich (72%)
63 weiblich (28%)
Raucher/Ex-Raucher 171 (76%)
Nicht-Raucher 22 (9,8%)
Unbekannt 32 (14,2%)
Allgemeinzustand
WHO 0 60 (31,4%)
WHO | 89 (46,6%)
WHO I 33 (17,3%)
WHO 1l 9 (4,7%)
Unbekannt 34 (15%)
Stadium
la,b 5 (2,9%)
lla,b 10 (5,8%)
llla,b 41 (24%)
v 115 (67,3%)
Unbekannt 54 (24%)
LDH (Units/liter) 376+339
Hamoglobin (g/dl) 13.6+1.8
Thrombozyten (ul) 322410+115270
Leukozyten (ul) 9614+3448
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In der Gruppe | (225 Patienten mit SCLC) wurde in 87,3% der auswertbaren
Patienten eine primare Chemotherapie durchgefuhrt; im Durchschnitt wurden 4
Chemotherapiezyklen verabreicht (Median: 5,0 + 2,8 Zyklen; Spannweite: 1-12). In
62,4% der Félle wurde die Kombinationschemotherapie Etoposid 120mg/m2 d1,
Adriamycin 45 mg/m2 d1 oder Epirubicin 65mg/m2 d1, Cyclophosphamid 1000mg/m?
d1l (ACO) durchgefuhrt. Eine Therapie auf Platinbasis (Cisplatin 90mg/m? dl oder
Carboplatin 300 mg/m2 d1) kombiniert mit Etoposid (150mg/mz2 d1, alle 3 Wochen)
wurde in 15,2% der Falle verabreicht. Andere Therapiekombinationen wurden bei

9,7% der Patienten verwendet (Abb.4).

Abbildung 4: Chemotherapie in der Gruppe |

Andere keine Chemo-
Kombinationen therapie
Platin + 10% 13%
Etoposid
15%
ACO

62%
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Die folgende Tabelle 5 gibt einen Uberblick tiber die Patienten der Gruppe II:

Tabelle 5: Untersuchung von 136 Patienten mit SCLC auf PTTG-1-Expression

Patienten SCLC: PTTG-1 (n=136)
Durchschnittsalter (in Jahren) 60,8 +9,5
Geschlecht 103 ménnlich (75,7%)
33 weiblich (24,3%)

Raucher/ Ex-Raucher 120 (88,2%)
Nichtraucher 6 (4,4%)
Unbekannt 10 ( 7,4%)

Allgemeinzustand

WHO 0 48 (35,3%)
WHO | 61 (44,9%)
WHO Il 18 (13,2%)
WHO Il 2 (1,5%)
Unbekannt 7 (5,1%)
Stadium
la,b 1(0,7%)
lla,b 7 (5,1%)
llla,b 43 (31,6%)
v 82 (60,3%)
Unbekannt 3(2,2%)
LDH (Units/L) 333,2 +233,3
Hamoglobin (g/dl) 134+1,7
Thrombozyten (ul) 322416,7 £ 114639,9
Leukozyten (ul) 9208,9 +3017,9
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In Gruppe Il (136 SCLC) erhielten alle Patienten (100%) eine primare
Chemotherapie, mit durchschnittlich 3,5 Therapiezyklen (Median: 3 + 1,9 Zyklen;
Spannweite:1-12 Zyklen). Die bevorzugte Chemotherapiekombination bestand bei
71% der Patienten aus Cyclophosphamid (1000mg/m? d1), Epirubicin (65 mg/m? d1)
oder Adriamycin (45 mg/m?) und Etoposid (120 mg/m% ACO). In 18% der Falle
wurde eine Chemotherapie auf Platinbasis durchgefiihrt: Cisplatin (90 mg/m?) oder
Carboplatin (300 mg/m? in Kombination mit Etoposid (150 mg/m?). Andere

Therapiekombinationen wurden in 11% der Falle verabreicht (Abb.5).

Abbildung 5: Chemotherapie in der Gruppe |l

. Andere
Platin + Kombinationen
Etoposid 11%

18%

ACO
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Die folgende Tabelle 6 gibt einen Uberblick uber die Patienten der Gruppe lIl:

Tabelle 6: Untersuchung von 91 Patienten mit NSCLC auf PTTG-1-Expression

Patienten NSCLC: PTTG-1 (n=91)
Durchschnittsalter (in Jahren) 62,6 +10,9

Geschlecht 67 mannlich (73,6%)
24 weiblich (26,4%)

Raucher/ Ex-Raucher 84 (92,3%)
Nichtraucher 5 (5,5%)
Unbekannt 2 (2,2%)

Allgemeinzustand

WHO 0 34 (37,4%)
WHO | 45 (49,5%)
WHO lI 10 (11,0%)
Unbekannt 2 (2,2%)
Stadium
la,b 3 (3,3%)
lla,b 4 (4,4%)
llla,b 27 (29,7%)
v 57 (62,6%)
LDH ( Units/L) 229,7+142,1
Héamoglobin (g/dl) 134+1,7
Thrombozyten (ul) 320736,3 +178681,1
Leukozyten (ul) 10319,8 + 4925,3
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Die Gruppe lll bestand aus Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom. Die

exakte Aufschlisselung in die verschiedenen Subtypen zeigt folgende Abbildung 6:

Abbildung 6: Subtypen der Patienten mit NSCLC
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In Gruppe Il erhielten 93,4% der Patienten mit nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen
eine primare Chemotherapie, 6,6% der Patienten erhielten die Chemotherapie beim
Auftreten des Rezidivs; durchschnittlich wurden 3,1 Zyklen verabreicht (Median: 3 +
2,1 Zyklen; Spannweite: 1-11 Zyklen). In 70,3% der chemotherapierten Patienten
bestand diese aus einer Kombination eines platinhaltigen Praparates mit einer
weiteren Substanz: Etoposid (100 mg/m2), Paclitaxel (175 mg/m2) oder Vinorelbin
(30 mg/m?). 12,1% der Patienten erhielten eine Therapie aus Gemcitabin (1000
mg/m?) und Vinorelbin (30 mg/m?); andere Kombinationen wurden in 17,6%
verabreicht (Abb.7).
Abbildung 7: Chemotherapie in der Gruppe Ill
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2.2. Imnmunhistochemie

Wie von Ramp et al.®* beschrieben wurden zum Nachweis von FHIT polyklonale
Antikérper (Zymed, San Francisco, CA) verwendet, die die gesamte Lange (17kDa)
des menschlichen FHIT-Proteins erkennen. Zur immunhistochemischen Darstellung
der PTTG-1-Expression wurde nach Saez et al.®’ die polyklonalen Antikérper der

Firma U.S.Biological (Massachusetts, USA) eingesetzt.

Die Biopsate der Tumore wurden unmittelbar nach der Probeentnahme formalin-
fixiert, in 2-4 um dicke Schnitte geschnitten und auf Poly-L-Lysine Objekttrager
aufgetragen. Anschlieend folgte das Entparaffinisieren in Xylol (15 min.).
Anschliel3end wurden die Schnitte in einer absteigenden Ethanolreihe (100%, 96%
und 70%) rehydriert und fir 5 Minuten in PBS gewaschen. Zur Antigendemaskierung
wurden die Schnitte in Zitratpuffer (pH 6) fur 15 Minuten im Schnellkochtopf erhitzt.
Zur Eliminierung der endogenen Peroxidase sind die Praparate in 3%iger
Wasserstoffperoxidlosung (H.O,) fur 15 Minuten inkubiert worden. Die endogenen
Enzyme Biotin und Avidin wurden mit einer speziellen Blocklésung (Dako, Hamburg,
Deutschland), die Uber 15 Minuten einwirkte, inaktiviert. In einem nachsten
Waschvorgang von 5 Minuten wurden die Praparate in 1%iger ,bovine serum
albumine” Lésung (Sigma, St.Louis, MO) inkubiert, um unspezifische Bindungen des
Primarantikdrpers zu verhindern. AnschlieBend sind die Primarantikorper fir eine
Stunde auf die entsprechenden Praparate aufgetragen worden: der anti-FHIT-
Primarantikdrper (Zymed, San Francisco, CA) in einer Konzentration von 1:200; der
anti-PTTG-1-Antikdrper (U.S.Biological, Massachuchets, USA) in einer Konzentration
von 1:100. Nach einem erneuten Waschvorgang wurde ein Streptavidin Meerrettich
Peroxidase Detection Kit (DAKO) mit 3,3 -diaminobenzidin Losung als Substrat fr
die weitere immunhistochemische Aufarbeitung entsprechend den Richtlinien der
Firma verwendet (Abb.8).

In jedem Lauf wurde eine Positivkontrolle mitgefarbt: einerseits Material aus der
menschlichen Niere fir den Nachweis von FHIT, andererseits Proben aus
menschlichem Hoden und Kolonkarzinomen fur den Nachweis von PTTG-1. Alle
Praparate wurden unter dem Mikroskop von mir ausgewertet und zusatzlich von

einem Pathologen getrennt evaluiert.
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Abbildung 8: Schema der immunhistochemischen Method e (ABC-Methode)
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Die Farbeintensitat fur FHIT und PTTG-1 wurde semiquantitativ ausgewertet, indem

3 Gruppen erstellt wurden. Die erste Gruppe zeigte eine gleiche oder starkere
zytoplasmatische Farbeintensitat wie die Positivkontrolle. Die zweite Gruppe besal}
eine schwachere Farbeintensitat fir FHIT oder PTTG-1 verglichen mit der
Positivkontrolle und die dritte Gruppe zeigte keinen Nachweis einer FHIT- oder
PTTG-1-Expression. In den meisten Praparaten war die Starke der FHIT-oder PTTG-
1-Expression einheitlich, bei den Féllen unterschiedlicher Farbeintensitat wurde die
starkste Expression innerhalb der Praparate zur Bewertung herangezogen. Die
Verteilung der in einer Tumorprobe positiv gefarbten Zellen wurde semiquantitativ
ausgewertet, indem verschiedene Gruppen gebildet wurden. In der Auswertung der
FHIT-positiven Zellen waren dies funf Gruppen: (I) kein Nachweis einer FHIT-
Expression, (II) FHIT-Expression zwischen 1% und 25%, (lll) zwischen >25% und
50%, (IV) zwischen >50% und 75% und (V) mehr als 75% der Zellen zeigen eine
Expression fur FHIT. Bei der Auswertung der PTTG-1-positiven Zellen wurden vier
Gruppen gebildet: () keine PTTG-1-Expression, (II) PTTG-1-Expression zwischen
1% und 50%, (llI) zwischen >50% und 75% und (IV) mehr als 75% der Zellen zeigen
eine Expression fur PTTG-1.
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2.3. Statistische Methoden

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm SPSS 12.0 verwendet. Als
signifikant wurde ein Wert von p < 0,05 definiert. Nach Kaplan-Meier sind die
Uberlebenskurven fiir verschiedene Variablen mit dem Log-rank Test verglichen
worden. Zum Vergleich der immunhistochemisch FHIT oder PTTG-1-positiven mit
der FHIT oder PTTG-1-negativen Gruppe wurde der zweiseitige t-test herangezogen.
Zur Multivariatanalyse von biologischen und klinischen Parametern ist das Cox-
Regressionsmodell verwendet worden. Die folgenden Variablen sind in die Analyse
mit einbezogen worden: Geschlecht (mannlich versus weiblich), Alter (< 60 Jahre
versus >60 Jahre), Allgemeinzustand (WHO O versus | versus Il versus lll),
Tumorstadium (WHO Klassifikation), Hamoglobin-Wert (<12 g/dl versus =12 g/dl),
Thrombozyten-Anzahl (< 150.000 Zellen/pL, 150.000-400.000 Zellen/uL, > 400.000
Zellen/pL), Leukozyten-Anzahl (£11.000 Zellen/uL versus >11.000 Zellen/pL) und
LDH-Wert (<240 Units/L versus >240 Units/L), die qualitative Expressionsstarke von
FHIT und PTTG-1, wie auch die quantitative Verteilung der Expression auf die
Tumorzellen. Mogliche Korrelationen zwischen der FHIT- oder PTTG-1-Expression
und klinischen Parametern der Patienten wurden mit dem Korrelationskoeffizient

nach Pearson ermittelt.
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I1l. Ergebnisse

3.1. Fragile histidine triad

3.1.1. FHIT-Expression in kleinzelligen Lungenkarz  inomen

In 139 (61,8%) von 225 Tumorproben wurde eine FHIT-Expression nachgewiesen.
Von diesen 139 positiven Proben zeigten 71 (51,1%) eine schwache und 68 (48,9%)
eine starke zytoplasmatische FHIT-Intensitat. Keine FHIT-Expression fand sich in 86
(38,2%) Falle(Abb. 9).

Abb.9:FHIT-Expression in Normalgewebe und Lungenkarzinome n (A+B): Positivkontrolle:
Nierentubuluszellen zeigen eine positive FHIT-Expression (schwarze Pfeile); die Stromazellen
zwischen den Tubuli sind FHIT-negativ (Pfeilspitze); (C): SCLC ohne FHIT-Expression; (D+E): SCLC
mit schwacher FHIT-Expression, normales Bronchialepithel zeigt positive FHIT-Cytoplasmareaktion;
(F): SCLC mit starker FHIT-Expression. (A: 10er Objektiv; B: 40er Objektiv; C-F: 63er Objektiv)
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Da in 21% der Tumorproben eine inhomogene Verteilung der FHIT-Expression
gefunden wurde, wurde auch die Verteilung der positiven Zellen in allen 225 Proben
bestimmt. Ein Anteil von 1% bis 25% positiver Tumorzellen wurde in 6 (2,7%) Fallen,
ein Anteil zwischen >25% und 50% in 12 (5,3%) Fallen, ein Anteil zwischen >50%
und 75% in 30 (13,3%) Fallen und ein Anteil Uber 75% in 91 (40,5%) Fallen
gefunden, wobei 86 (38,2%) der Proben negativ waren (Abb. 10).

Abb. 10: FHIT-Expression in SCLC
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Abb.10: Anteil der FHIT-positiven Tumorzellen und der Expressionsstarke von FHIT in SCLC in
Prozent (N=225). Weille Séaule, FHIT-negative Falle; hellgraue und schwarze Sé&ulen entsprechen

einer schwachen bzw. starken Farbeintensitat der SCLC Tumoren.
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3.1.2. Prognostische Bedeutunqg der FHIT-Expression fur Patienten mit

kleinzelligem Lungenkarzinom

Fur die Analyse der Uberlebensdaten in Abhangigkeit von der FHIT-Expression
wurden die Kaplan-Meier Uberlebenskurven zur Berechnung verwendet. Der Median
und der Mittelwert der Uberlebenszeit fiir alle 225 Patienten lag bei 194 + 16 Tagen
bzw. bei 321 + 43 Tagen; die 1-Jahres-und 5-Jahresiuberlebensrate betrug 23,9%
bzw. 2,6%. Es wurden drei Gruppen mit negativer, schwacher oder starker FHIT-
Expression gebildet, um den Einfluss der FHIT-Expression auf das Uberleben zu
analysieren. Unabhangig von der Starke der FHIT-Expression in den Tumorzellen
war ein kompletter Verlust von FHIT mit der schlechtesten Prognose assoziiert
(0,012<p<0,033). Keine signifikanten Unterschiede wurden zwischen den
Uberlebenskurven der Patienten mit schwacher und starker FHIT-Expression
festgestellt (medianes Uberleben: 208 + 17 Tage versus 234 + 34 Tage; p=0,665).
Daher wurden alle FHIT-positiven Falle fir weitere Analysen gruppiert. So hatte die
Patientengruppe, deren Tumoren einen kompletten Verlust von FHIT zeigten mit 157
+ 18 Tagen eine kiirzere mediane Uberlebenszeit im Vergleich zu 210 + 18 Tagen in

der Patientengruppe, deren Tumoren FHIT exprimierten (p=0,0061, Abb. 11)

Abb. 11: Einfluss der FHIT-Expressionsstarke auf da s Uberleben
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Abb.11: FHIT-Expressionsstarke und das Uberleben der Patienten mit SCLC: Patienten ohne
Nachweis einer FHIT-Expression (graue Linie) wiesen ein signifikant geringeres Gesamtuberleben auf

als Patienten mit positiver FHIT-Expression (schwarze Linie).

Zwischen der FHIT-negativen und FHIT-positiven Patientengruppe wurden keine
Unterschiede in folgenden klinischen Kategorien gefunden: Geschlecht (mé&nnlich
versus weiblich, p=0,563), Alter (Mittelwert: 63,3 versus 62,2 Jahre; p=0,447),
Raucherstatus (Nichtraucher versus Raucher, p=0,605), Allgemeinzustand (WHO 0
versus | versus Il versus lll, p=0,809), Tumorstatus (I versus Il versus lll versus IV,
p=0,441), Mittelwert der Anzahl der Chemotherapiezyklen (3,51 + 3,06 versus 4,35 *
3,1 Zyklen; p=0,11), Mittelwert Hamoglobin (13,47 = 1,8 versus 13,72 + 1,68 g/dL;
p=0,383), Mittelwert Thrombozytenzahl (319,770 = 115,450 versus 323,940 %
115,630 Zellen/pL; p=0,812) Mittelwert Leukozytenzahl (9,490 + 3,360 versus 9,690
+ 3,510 Zellen/uL; p=0,696) und Mittelwert LDH (394 + 329 versus 365 * 346 Units/L;
p=0,595).

Als nachstes wurde ein mdglicher Einfluss der quantitativen Verteilung der FHIT-
positiven Tumorzellen auf das Uberleben der Patienten untersucht. Patienten mit
einer Verteilung von 1-25% FHIT-exprimierender Tumorzellen hatten eine &ahnlich
schlechte Prognose mit einer medianen Uberlebenszeit von 87 + 80 Tagen wie
Patienten, deren Tumorzellen einen vollstandigen Verlust von FHIT zeigten: mediane
Uberlebenszeit 157 + 18 Tagen (p=0,165). Dagegen zeigte sich eine verlangerte
mediane Uberlebenszeit, wenn mehr als 25% der Tumorzellen eine FHIT-Expression
aufwiesen. Zwischen den Gruppen mit einer Verteilung der FHIT-Expression
zwischen (I) >25 bis 50%, (II) >50 bis 75% und (Ill) >75% wurde eine &ahnlich
mediane Uberlebenszeit festgestellt: 203 + 40, 210 + 52 und 217 + 25 Tage (0,644 <
p <0,934; Abb. 12).
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Abb. 12: Einfluss des Anteils FHIT-positiver Tumorz ellen auf das Uberleben
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Abb.12: Darstellung der Uberlebenskurven von Patienten mit SCLC nach dem Anteil der FHIT-
exprimierenden Zellen. Patienten, deren Tumore FHIT-negativ (gepunktete Linie) oder weniger als
<25% (gestrichelte Linie) FHIT-exprimierende Tumorzellen aufwiesen, hatten die schlechteste
Prognose mit 157 + 18 bzw. 87 + 80 Tagen (p=0,165). Das Uberleben war signifikant verlangert, wenn
der Anteil an FHIT-exprimierenden Tumorzellen Uber 25% lag (schwarze Linien). Fir die Patienten mit
einem FHIT-Anteil >25%-50% (schwarze Linie; Nr.1), >50%-75% (schwarze Linie, Nr.2) und >75%
(schwarze Linie, Nr.3) wurde kein Unterschied im medianen Uberleben gefunden. Tage: 203 + 40, 210
*+52 bzw. 217 + 25 (0,644 < p < 0,934).
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Demzufolge wurden zwei grof3e Gruppen gebildet, um den quantitativen Einfluss der
FHIT-Expression auf das Uberleben zu vergleichen: Tumoren mit einer Verteilung
von FHIT-positiven Zellen < 25% versus > 25%. Es zeigte sich ein signifikanter
Unterschied in der medianen Uberlebenszeit von 155 + 21 Tagen versus 217 + 19

Tagen (p=0,0016; Abb. 13). Beide Gruppen wiesen keine Unterschiede in den

folgenden klinischen Parametern auf: Geschlecht, Alter, Raucherstatus,

Allgemeinzustand, Tumorstadium, Anzahl der Chemotherapiezyklen, Hb-Wert,
Thrombozytenzahl, Leukozytenzahl und LDH-Level.

Abb. 13: Einfluss des Anteils FHIT-positiver Tumorz ellen auf das Uberleben
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Abb.13: Vergleich der Uberlebenskurven von Patienten mit einem Anteil von FHIT-exprimierenden

Zellen < 25% inklusive negativer Falle (gestrichelte Linie) versus > als 25% (durchgehende Linie).
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3.1.3. Korrelation der FHIT-Expression mit klinisch en Parametern in

kleinzelligen Lungenkarzinomen

Neben dem FHIT-Status hatten auch andere klinische Parameter, wie der
Allgemeinzustand (p<0,0000), der LDH-Wert (p=0,0005), die Leukozytenzahl
(p=0,0017) und das TNM-Stadium (p=0,0016) in der Log-rank Analyse nach Kaplan-
Meier einen auf Einfluss auf das Gesamtiberleben der Patienten. Die
Korrelationsanalyse nach Pearson zeigte keine signifikante Korrelation zwischen der
FHIT-Expression und klinischen Variablen. Zur Klarung der Frage, ob FHIT ein
unabhangiger Prognosemarker ist, wurde die Multivariatanalyse nach dem Cox-
Regressionsmodell verwendet. Die folgenden 11 Variablen wurden in der
Multivariatanalyse bertcksichtigt: Geschlecht (Mannlich vs. Weiblich), Alter (< 60
Jahre vs. > 60 Jahre), Raucherstatus (Raucher vs. Nichtraucher), Allgemeinzustand
(unterteilt in WHO 0 vs. 1 vs. 2 vs. 3), Tumorstadium (unterteilt in TNM | vs. Il vs. llI
vs. V), Hamoglobin-Wert (<12 vs. = 12mg/dl), Thrombozytenzahl (<150.000/uL,
150.000 — 400.000/uL, and > 400.000/uL) und die Leukozytenzahl (<3.500/uL, 3.500-
11.000/pL, >11.000/puL), LDH-Wert (Serumwerte <240 vs. 2240 Units/L) ebenso wie
die qualitative FHIT-Expression (positive vs. negative) als auch die quantitative FHIT-
Expression (Anzahl der FHIT-exprimierenden Tumorzellen <25% vs. >25%). Es
zeigte sich, dass nur der Anteil der FHIT-exprimierenden Tumorzellen (p=0,028), der
LDH-Wert (p=0,012), das Tumorstadium (p=0.001) und der Allgemeinzustand der
Patienten (p<0,0001) als unabhangige prognostische Variablen vom Cox-
Regressionsmodell identifiziert wurden (Tabelle 7). Interessanterweise war die
Expressionsstarke von FHIT auch signifikant (p<0,05), wurde aber im Cox-
Regressionsmodell nicht als unabhangiger Faktor beriicksichtigt. Die anderen
Faktoren, wie der Hamoglobin-Wert, die Thrombozytenzahl, das Geschlecht, das
Alter und der Raucherstatus waren hinsichtlich des Gesamtiberlebens nicht

signifikant.
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Tabelle 7: SCLC FHIT

p-Wert
Anteil der FHIT-exprimierenden Tumorzellen? 0,028
Tumorstadium® 0,001
Allgemeinzustand® <0,0001
LDH-Wert® 0,012

% Anteil FHIT-positiver Zellen <25% versus >25%

®_erstellt nach dem TNM-System: Stadium | vs.ll vs.lll vs. IV;
°-Allgemeinzustand erstellt nach der WHO-Klassifikation 0 vs. | vs. Il vs. Il

%L DH Serumwert < 240 vs. > 240 Units/L
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3.2. Pituitary tumor transforming gene-1

3.2.1. PTTG-1-Expression in kleinzelligen Lungenkar zinomen

Eine PTTG-1-Expression wurde in 87 von 136 untersuchten kleinzelligen
Lungenkarzinome nachgewiesen (64%). Eine schwache zytoplasmatische
Farbeintensitat zeigte sich in 60 Tumoren (44,1%) und eine starke
Zytoplasmaanfarbung in 27 Fallen (19,9%). Kein Nachweis von PTTG-1 fand sich in
49 (36%) Fallen (Abb. 14).

Abb.14: PTTG-1-Expression in Normalgewebe und Lungenkarzinomen (A + B)
Positivkontrolle: Keimzellen des Hodens; (C) Negativkontrolle: Nierentubuli und Glomeruli; SCLC
mit negativer PTTG-1-Expression (D); schwache PTTG-1-Expression (E) und starke PTTG-1-
Expression (F). Adenokarzinom (NSCLC) mit negativer PTTG-1-Expression (G), schwache PTTG-
1-Expression (H) und starker PTTG-1-Expression (I). Plattenepithelkarzinom (NSCLC) mit
schwacher PTTG-1-Expression (J) und starker PTTG-1-Expression (K). (L), das normale
Bronchialepithel zeigte ebenfalls eine schwache positive Farbung des Zytoplasmas. (A,C:40er
Objektiv; B,D-L: 63er Objektiv)
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Die PTTG-1-positiven Praparate wiesen in der Regel mehr als 75% geféarbte Zellen
auf (64/136; 47,1%). Eine PTTG-1-Verteilung im Praparat zwischen 1% und 50%,
zwischen 51% und 75% wurde in 7 (5,1%) bzw. 16 (11,8%) der Patienten
nachgewiesen. 49 (36%) der Falle waren PTTG-1-negativ (Abb. 15).

Abbildung 15: PTTG-1-Expression in SCLC
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Abb.15: Anteil der PTTG-1-positiven Tumorzellen und der Expressionsstarke von PTTG-1 in SCLC in
Prozent. Weil3e Saule: PTTG-1-negative Félle; hellgraue und schwarze S&ulen entsprechen einer

schwachen bzw. starken Farbeintensitat der SCLC Tumoren.
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3.2.2. Prognostische Bedeutung der PTTG-1-Expressio n fiur Patienten mit

kleinzelligem Lungenkarzinom

Die mediane und mittlere Uberlebenszeit fir alle 136 Patienten mit kleinzelligen
Lungenkarzinomen lag bei 255 + 16 Tagen bzw. 287 = 20 Tagen. Die 1-
Jahresiuberlebensrate und die 5-Jahresiberlebensrate betrugen 26,9% und 0%. Um
den Einfluss der PTTG-1-Expressionsstarke auf das Uberleben zu untersuchen,
wurden die Uberlebenskurven der drei Gruppen mit negativer, schwacher und starker
PTTG-1-Expression miteinander verglichen. Bis zu einem Uberleben von 300 Tagen
wurde kein Unterschied im Uberleben in Abh&ngigkeit von der Expressionsstarke
gefunden (Abb. 16).

Abb. 16: Einfluss der PTTG-1-Expressionsstarke auf das Uberleben
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Abb.16: PTTG-1-Expressionsstarke und das Uberleben der Patienten mit SCLC: Es wurde kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem Uberleben und der PTTG-1-Expression (negativ vs.

schwach vs. stark) gefunden (p=0,0843)
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Betrachtet man aber das Uberleben der Patienten nach 300 Tagen, so findet sich ein
signifikant verlangertes Uberleben innerhalb der Gruppe mit starker PTTG-1-
Expression im Gegensatz zu der Gruppe mit negativer oder schwacher PTTG-1-
Expression. Zwischen der Patientengruppe mit negativer oder schwacher PTTG-1-
Expression ist kein signifikanter Unterschied im Uberleben nachgewiesen worden,
sodass diese zwei Gruppen flr die weiteren Berechnungen zu einer Gruppe
zusammengefasst worden sind (Mittelwert Uberleben: 249 + 20 Tage versus 278 +
29 Tage, p=0,7026). Es zeigte sich eine signifikant verkirzte Uberlebenszeit von 265
+ 18 Tagen (p=0,0291) fur die Patienten, deren Tumoren eine negative/schwache
PTTG-1-Expression zeigten, im Vergleich zu 379 + 66 Tagen bei Patienten, deren

Tumoren eine starke PTTG-1-Expression aufwiesen (Abb. 17).

Abb. 17: Einfluss der PTTG-1-Expressionsstarke auf das Uberleben
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Abb.17: PTTG-1-Expressionsstarke und das Uberleben der Patienten mit SCLC. Ein statistisch
signifikanter Unterschied (p=0,0291) in der Uberlebenszeit hat sich beim Vergleich von Patienten mit
negativer/schwacher PTTG-1-Expression (graue Linie) versus Patienten mit starker PTTG-1-
Expression (schwarze Linie) gezeigt. Die Patienten mit einer starken PTTG-1-Expression (schwarze
Linie) hatten statistisch eine langere mittlere Uberlebenszeit von 379 + 66 Tagen im Vergleich zu 265

+ 18 Tagen fur Patienten mit keiner/schwacher PTTG-1-Expression (graue Linie).
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Zwischen den beiden Gruppen (PTTG-1-negativ/schwach versus PTTG-1-stark)
wurde kein signifikanter Unterschied fir die folgenden klinischen Parameter
gefunden: Geschlecht, Alter, Nikotinabusus, Allgemeinzustand, Tumorstadium,
Anzahl der Chemotherapiezyklen, Strahlentherapie, Hb-Wert, Thrombozytenzahl,
Leukozytenzahl und LDH-Wert.

3.2.3. Korrelation der PTTG-1-Expression mit klinis chen Parametern in

kleinzelligen Lungenkarzinomen

Neben dem Status der PTTG-1-Expression waren andere klinische Parameter, wie
der Allgemeinzustand des Patienten (WHO 0/1 wvs. Il/lll; p=0,0007), das
Tumorstadium (I/11 vs. 1I/IV; p=0,0117) und der LDH-Wert (Serumwerte <240 Units/L
vs. >240 Units/L; p=0,0246) mit dem Uberleben der Patienten assoziiert. Eine
Korrelation von PTTG-1 mit anderen klinischen Parametern fand sich nicht. Um
festzustellen, ob PTTG-1 als unabhangiger prognostischer Marker angesehen
werden kann, wurde die Multivariatanalyse nach dem Cox-Regressionsmodell
durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass die Expressionstarke von PTTG-1 (p=0,047), das
Tumorstadium (p=0,051), der Allgemeinzustand des Patienten (p=0,015), der Hb-
Wert (p=0.011) und der LDH-Wert (p=0,001) als unabhangige Prognosefaktoren
identifiziert wurden (Tabelle 8). Dagegen waren die quantitative Verteilung PTTG-1
positiver Zellen in einem Préparat, die Thrombozytenzahl, die Leukozytenzahl, das

Geschlecht und das Alter fir das Uberleben der Patienten irrelevant.

Tabelle 8: SCLC

p-Wert
Expressionsstarke von PTTG-12 0,047
Tumorstadium® 0,051
Allgemeinzustand® 0,015
LDH-Wert 0,001
Hamoglobinwert® 0,011

®_negative/schwache PTTG-1-Expression vs. starke PTTG-1-Expression der Tumorzellen

®_erstellt nach dem TNM-System: Stadium /11 vs. llI/1V;

°-Allgemeinzustand erstellt nach der WHO-Klassifikation 0 vs. | vs. Il vs. lll;

9_LDH Serumwerte < 240 units/l vs. > 240 units/I;

®-Hamoglobinwerte <12 g/dl vs. >12 g/dI
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3.2.4. PTTG-1-Expression in nicht-kleinzelligen Lun  genkarzinomen

Eine Expression von PTTG-1 zeigte sich in 89 der 91 untersuchten Tumore (97,8%).
Eine schwache zytoplasmatische PTTG-1-Expression lag in 52 (57,1%) der Tumore
und eine starke Zytoplasmaanfarbung in 37 (40,7%) der Tumore vor. In 2 (2,2%) der
Tumoren konnte PTTG-1 nicht detektiert werden (Abb. 14).

In den PTTG-1-positiven Tumorpraparaten fand sich meistens eine Verteilung von
mehr als 75% positiver Tumorzellen (68/91; 74,7%). Der Anteil von Tumoren mit
PTTG-1-positiven Tumorzellen zwischen 1% und 50% und zwischen 51% und 75%
lag bei 6 (6,6%) bzw. 15 (16,5%). Lediglich 2 (2,2%) der Tumore waren PTTG-1-
negativ (Abb. 18).

Abbildung 18: PTTG-1-Expression in NSCLC
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Abb.18: Anteil der PTTG-1-positiven Tumorzellen und der Expressionsstarke von PTTG-1 in NSCLC
in Prozent (N=91). Weil3e Saule: PTTG-1-negative Falle; hellgraue und schwarze Saulen entsprechen

einer schwachen bzw. starken Farbeintensitat der NSCLC Tumoren.
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3.2.5. Prognostische Bedeutung der PTTG-1-Expressio  n fur Patienten mit nicht-

kleinzelligem Lungenkarzinom

Die mediane und mittlere Uberlebenszeit fur alle 91 Patienten mit nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom betrug 401 = 41 Tage bzw. 325 + 66 Tage. Patienten mit diesen
Tumoren hatten eine 1-Jahresiberlebensrate und eine 5-Jahresiiberlebensrate von
46,6% bzw. 1,2%. Wie bei den Patienten mit kleinzelligen Lungenkarzinomen zeigte
sich kein signifikanter Unterschied im medianen und mittleren Uberleben zwischen
den Tumorpatienten mit negativer bzw. schwacher PTTG-1-Expression (p=0,3063).
So wurden die negativen oder PTTG-1-schwach positiven Falle fur weitere Analysen
zusammengruppiert. Dabei war eine starke PTTG-1-Expression mit einer
ungunstigen Prognose fiur den Patienten vergesellschaftet. Im Gegensatz dazu
wiesen Patienten mit einer schwachen oder negativen PTTG-1-Expression eine
signifikant langere mittlere Uberlebenszeit auf (306 + 58 Tage versus 463 + 55 Tage;
p=0,0386; Abb.19).

Abb. 19: Einfluss der PTTG-1-Expressionsstarke auf das Uberleben
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Abb.19: PTTG-1-Expression und Uberleben in Patienten (N=91) mit NSCLC. Es wurde ein statistisch
signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit zwischen Patienten mit negativer/schwacher PTTG-1-
Expression (schwarze Linie) und Patienten mit starker PTTG-1-Expression (graue Linie) festgestellt.

Patienten mit starker PTTG-1-Expression hatten eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit (p=0,0386).
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Um einen mdglichen Fehler durch unterschiedliche Therapieverfahren zwischen den
Patienten auszuschlie3en, wurden Patienten, die primar operativ behandelt worden
waren aus der weiteren Uberlebensanalyse ausgeschlossen, da diese ein signifikant
verlangertes Gesamtiberleben (p=0,0001) zeigten. Betrachtet man nun die
Untergruppe der Patienten in Stadium 1lIB und IV (n=76), die chemotherapeutisch
behandelt wurden, wurde dennoch ein signifikanter Unterschied im Uberleben
(p=0,0229) abhangig vom Grad der PTTG-1-Expression beobachtet (Abb.20).
Patienten, deren Tumoren keine oder eine schwache PTTG-1-Expression aufwiesen,
hatten mit 372 + 36 Tagen eine bessere Uberlebenszeit, als Patienten, deren
Tumoren eine starke PTTG-1-Expression aufwiesen, deren mittlere Uberlebenszeit
238 =40 Tage betrug.

Abb. 20: Einfluss der PTTG-1-Expressionsstarke auf das Uberleben
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Abb.20: PTTG-1-Expression und das Uberleben in der Subgruppe von Patienten (N=76) mit NSCLC.
Patienten mit schwacher/negativer PTTG-1-Expression hatten mit 372 + 36 Tagen ein signifikant
(p=0,0229) besseres Uberleben als die Patienten, deren Tumoren eine starke PTTG-1-Expression

aufwiesen (238 + 40 Tagen).
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Zur Analyse moglicher Korrelationen zwischen der PTTG-1-Expression und
klinischen Parametern wurde der zweiseitige t-test benutzt. Vergleicht man nun die
Patientengruppe mit starker PTTG-1-Expression mit der Patientengruppe mit
negativer/schwacher PTTG-1-Expression, so finden sich signifikante Unterschiede
fur folgende Variablen: LDH-Wert (p=0,005), Leukozytenzahl (p=0,016) und
Tumorstadium (p=0,021). Bei der Durchfihrung einer Korrelationsanalyse nach
Pearson (p<0,05) wurde deutlich, dass eine starke PTTG-1-Expression mit einem
erhohten LDH-Wert, vermehrten Lymphknotenmetastasen und vermehrten
Fernmetastasen assoziiert war. Dagegen wurde fir die folgenden klinischen
Variablen keine Korrelation gefunden: Alter, Nikotinabusus, Allgemeinzustand,
Anzahl der Chemotherapiezyklen, Strahlentherapie, Erythropoetinsubstitution, Hb-

Wert und Thrombozytenanzahl.

3.2.6. Korrelation der PTTG-1-Expression mit klinis chen Parameten in nicht-

kleinzelligen Lungenkarzinomen

Folgende klinische Parameter hatten ebenfalls in der Log-rank-Analyse nach Kaplan-
Meier einen Einfluss auf die Uberlebenszeit: Allgemeinzustand (p=0,0003), LDH-
Wert (0,0461), Leukozytenzahl (p=0,0035) und das Tumorstadium (p=0,0001). Die
Analyse nach Pearson zeigte Korrelationen zwischen der PTTG-1-Expression und
einem erhohten LDH-Wert (p<0,01), einer erhodhten Leukozytenanzahl (p<0,05),
einer hohen Anzahl an Lymphknotenmetastasen (p<0,05) und vermehrten
Fernmetastasen (p<0,01). Zur Klarung der Frage, ob die PTTG-1-Expression ein
unabhangiger Prognosefaktor ist, wurde die Multivariatanalyse nach dem Cox-
Regressionsmodell fur die Patienten im Stadium I[IIB und IV (n=76) durchgefuhrt. Es
zeigte sich, dass nur die PTTG-1-Expressionsstarke (p=0,025), das Tumorstadium
(p=0,044) und der Allgemeinzustand (p=0,016) unabhangige Prognoseparameter
darstellen (Tabelle 9). Im Gegensatz dazu waren folgende Variablen nach dem Log-
rank Test als prognostische Parameter irrelevant: das Geschlecht, das Alter, der Hb-
Wert, die Thrombozytenzahl, die Leukozytenzahl, der LDH-Wert und die Verteilung
der PTTG-1-Expression in den Tumorzellen (p>0,05).
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Tabelle 9: NSCLC

p-Wert
Expressionsstarke von PTTG-1° 0,025
Tumorstadium” 0,044
Alllgemeinzustand® 0,016

%_negative/schwache PTTG-1-Expression vs. starke PTTG-1-Expression der
Tumorzellen

®_erstellt nach dem TNM-System: Stadium I-11l vs. IV;

°-Allgemeinzustand erstellt nach der WHO-Klassifikation 0 vs. | vs. |l
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V. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des Tumorsuppressorgens FHIT

und des Tumoronkogens PTTG-1 in Lungenkarzinomen untersucht.

Mehrere aktuelle Studien beschreiben FHIT funktionell als ein Tumorsuppressorgen.
In einer Studie entwickelten 53% Prozent der Labormause mit einem homozygoten
Verlust von FHIT (-/-) innerhalb von 2 Jahren spontane Tumoren. In der
Kontrollgruppe, die das ,wild-type“ FHIT exprimierten, belief sich die spontane
Tumorentstehungsrate auf 8%.'%? Weitere Beweise fir die Rolle von FHIT als
Tumorsuppressorgen basieren auf Gentransferexperimenten. In
Lungenkarzinomzellinien, die einen Verlust des FHIT-Gens aufwiesen, wurde mit
einem Vektor (Adenovirus) das ,wild-type“ FHIT-Gen transfiziert (Ad-FHIT). Das
Wachstum der Karzinomzelllinie wurde signifikant bis zu 80% reduziert, wobei das

normale, menschliche Bronchialepithel unbeeinflusst blieb. *°

Desweiteren wurde das Wachstum von Lungenkarzinomen in Nacktmausen (nude
mice) um 85-90% im Vergleich zu Kontrollgruppen reduziert, indem man
intratumorale Injektionen von Ad-FHIT durchfihrte. Obwohl bekannt ist, dass die
Wachstumshemmung durch FHIT mit einem GO-G1 Arrest und Apoptoseinduktion in
Lungentumorzellen assoziiert ist, bleibt der exakte molekulare Ablauf der FHIT-
Interaktionen unklar. Kirzlich wurde gezeigt, dass FHIT der physiologische
Angriffspunkt der Proteinkinase Src ist.”” Weiterhin ist eine p53-unabhangige
Induktion der Apoptose durch Freisetzung des Cytochrom c¢ Proteins durch FHIT
beschrieben worden.* Das FHIT-Protein ist eine Diadenosine-tetraphosphat
Hydrolase; es hydrolisiert Diadenosinnukleotide in ADP und AMP. Alle
Histidingruppen des FHIT-Proteins werden fir die volle Aktivitat benétigt und die
zentrale Histidingruppe der Triade ist unabdingbar fiir die Hydrolaseaktivitat.”
Uberraschenderweise konnte eine FHIT-Mutante, die keine Hydrolaseaktivitat mehr
besal3, die Tumorentstehung in Zelllinien und Nacktmausen weiterhin
unterdriicken.®” Wegen dieser Ergebnisse wurde vermutet, dass FHIT an einen
weiteren unbekannten Effektor bindet oder mit einem Protein interagiert und so einen
Komplex bildet, der als Tumor-Suppressormolekiil wirkt und Apoptose,’” °° DNA-

Zytoskelettzusammensetzung*® und Reparaturmechanismen? beeinflussen kann.
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In unserer Untersuchung zeigten 61,8% der immunhistochemisch getesteten
kleinzelligen Lungenkarzinome eine Expression von FHIT. Nach jetzigem
Wissensstand finden sich in der Literatur nur wenige Berichte Uber die Expression
von FHIT in kleinzelligen Lungenkarzinomen. Sozzi et al.'®* untersuchte 13 primare
kleinzellige Lungenkarzinome und 10 Zelllinien mit Hilfe des Western blots oder
immunhistochemischer Methoden; 4 (30%) der Primartumoren und 2 (20%) der
Zelllinien zeigten eine FHIT-Expression. In zwei weiteren Berichten von Pylkkanen et
al.2% und Ottersen et al.”® fand sich eine prozentual hohere Expression von FHIT in
SCLC's: 13 (46,4%) von 28 Zelllinien kleinzelliger Lungenkarzinome und 2 (50%)
von priméaren kleinzelligen Lungenkarzinomen waren positiv. In unserem
untersuchten Kollektiv waren 61,8% der Tumoren FHIT-positiv. Somit stitzt sie die
Ergebnisse von Pylkkdnen et al. und Ottersen et al. Die prozentuale Verteilung der
FHIT-Expression in Kkleinzelligen Lungenkarzinomen ist &hnlich der von
Adenokarzinomen der Lunge. Dort wurde eine FHIT-Expression zwischen 43% und
71% gefunden.’?® 12 113. 115 Bapej scheint die FHIT-Expression unter den nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinomen von dem histologischen Subtyp abhangig zu sein,
da eine signifikant niedrigere FHIT-Expression zwischen 3,6% und 42% in

Plattenepithelkarzinomen nachgewiesen wurde, 1% 112 113,115

Als nachstes wurde der Einfluss von FHIT auf das Uberleben der Patienten mit
kleinzelligen Lungenkarzinomen untersucht. Ein Verlust der FHIT-Expression war
signifikant mit einer schlechteren Prognose der Patienten assoziiert.
Interessanterweise gab es keinen statistischen Unterschied im Uberleben der
Gruppe mit schwacher oder starker FHIT-Expression. Dieses Ergebnis lasst den
Schluss zu, dass die Expressionsstarke von FHIT irrelevant fur die Prognose ist.
Daraus resultiert, dass die Gruppe mit der schwach positiven FHIT-Expression als
FHIT-positiv gewertet werden kann, um FHIT als prognostischen Marker zu
verwenden. Weiter wurde der Einfluss der Verteilung der FHIT-Expression innerhalb
der Tumorzellen auf das Uberleben der Patienten untersucht. Patienten mit einer
FHIT-Verteilung < 25% hatten mit einer medianen Uberlebenzeit von 5 Monaten die
schlechteste Prognose verglichen mit der Patientengruppe, deren Tumoren eine
FHIT-Verteilung groRer als 25% aufwiesen und die eine medianen Uberlebenszeit
von 7 Monaten zeigten. Die prognostische Signifikanz der FHIT-Expression auf das

Uberleben wurde mit der Multivariatanalyse nach dem Cox-Regressionsmodell
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bestatigt. Hierbei bestatigte sich neben dem Allgemeinzustand der Patienten, dem
Tumorstadium und dem LDH-Level die Expression von FHIT als ein unabhangiger
prognostischer Faktor (p=0.028). Auf den ersten Blick erscheint die
Uberlebensdifferenz von 2 Monaten zwischen der FHIT-positiven und der FHIT-
negativen Patientengruppe relativ gering. Dabei ist zu beachten, dass die mittlere
Uberlebenszeit von Patienten mit kleinzelligen Lungenkarzinomen lediglich 6,5
Monate betragt. In diesem Zusammenhang kénnte ein prognostischer Marker wie
FHIT entscheidend bei der Frage weiterhelfen, ob ein Patient im Stadium Very
limited Disease (VLD) nach einer histologisch gesicherten RO-Resektion mit einer
adjuvanten Chemotherapie und/oder Strahlentherapie behandelt werden sollte.
Ahnlich zu meinen Ergebnissen fand Toledo et al.}°® bei seiner Untersuchung von 98
primar nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen einen Uberlebensnachteil der
Patientengruppe, die einen Verlust von FHIT aufwiesen. Tomizawa et al.'®’
berichtete Uber eine signifikante Korrelation zwischen der FHIT-Expression und
einem verlangerten Uberleben bei seiner Untersuchung von 105 nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen. Diese und meine Daten unterstreichen die Rolle von FHIT als
ein wichtiges Gen in der Biologie der Lungenkarzinome mit einem Einfluss auf das

Uberleben der Patienten, unabh&ngig vom histologischen Subtyp.

Beim zweiten von uns untersuchten Gen handelt es sich um PTTG-1. In unserer
Studie haben wir eine hohe Préavalenz fir die Expression von PTTG-1 in
Lungenkarzinomen gefunden. In 64% der kleinzelligen Lungenkarzinome und in
97,8% aller untersuchten nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome fand sich eine
Expression von PTTG-1. Bisher gibt es in der Literatur nur wenige Berichte, die die
Anwesenheit von PTTG-1 in Lungenkarzinomen untersucht haben. Ubereinstimmend
mit den Ergebnissen in unserer Studie wurde eine Expression von PTTG-1 in 9 von
10 priméaren Adenokarzinomen der Lunge mittels immunhistochemischer Techniken

1.** untersuchte die mRNA

nachgewiesen.® Eine weitere Studie von Honda et a
PTTG-1 in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen mit Hilfe der RT-PCR. Er wies eine
PTTG-1-Expression in 12 von 14 Fallen nach. Interessanterweise zeigten
Plattenepithelkarzinome tendenziell eine starkere Expression von PTTG-1 als die

Adenokarzinome.
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Im Folgenden haben wir die prognostische Bedeutung der PTTG-1-Expression fur
die Patienten mit Lungenkarzinomen untersucht. Eine starke PTTG-1-Expression war
signifikant mit einer gunstigen Prognose unter den Patienten mit kleinzelligen
Lungenkarzinomen assoziiert; diese Patienten hatten eine durchschnittlich langere
Uberlebenszeit von 3,5 Monaten. Dagegen hatten die Patienten mit nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinomen und einer starken PTTG-1-Expression eine
unglnstigere  Prognose, mit  einer  durchschnittichen  Reduktion des
Gesamtuberlebens um 5,2 Monaten im Vergleich zu der Patientengruppe mit
negativer/schwacher PTTG-1-Expression. Auf den ersten Blick erscheint dieses
Ergebnis widersprtchlich, dennoch gibt es in der Literatur zahlreiche Hinweise die
belegen, dass die Rolle von PTTG-1 in verschiedenen Geweben durchaus

unterschiedlich sein kann.

Einerseits belegen Studien, dass eine Uberexpression von PTTG-1 eine
Zellhemmung bewirken kann. Der Grund hierfur liegt in der Fahigkeit von PTTG-1
eine Apoptose auszuldsen. So zeigte sich bei Karzinomen der Brustdriise und bei
Nierenkarzinomen eine p53 abhangige oder unabhangige Apoptose durch PTTG-1.
3. 131 Auch bei der Lungenkarzinomzelllinie A549 fiihrte eine Transfektion von PTTG-

1 zu einer Inaktivierung des Zellwachstums tiber eine Aktivierung von p21.%°

Andererseits belegen Studien, dass eine Uberexpression von PTTG-1 mit einer
gesteigerten Tumorwachstumsrate und -aggressivitat vergesellschaftet ist. Die
Arbeiten von Bernal et al.'* zeigten, dass in der Lungenkarzinomzelllinie H1299
(Ursprung: Adenokarzinom) beispielsweise der p53 abhéngige Zelltod durch PTTG-1
verhindert wurde, indem PTTG-1 die spezifische Bindung von p53 an die DNA
blockierte und die Transkriptionsfunktion von p53 nicht stattfand. In einer weiteren
aktuellen Studie von Solbach et al.’*® wurde mit Hilfe von antisense-ODNs PTTG-1
blockiert; in der untersuchten Zervixkarzinomzelllinie kam es zu einem
Wachstumsstillstand und einer erhdhten Apoptoserate. Weiterhin war eine
Uberexpression von PTTG-1 mit vermehrter chromosomaler Instabilitat, vermehrten
Auftreten von Fernmetastasen, und vermehrter Gefal3neubildung sowie mit einem

erhohten Invasionspotential des Tumors assoziiert.*> % 121
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Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen, dass eine hohe PTTG-1-Expression bei
Patienten mit nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen mit einem signifikanten
Uberlebensnachteil korreliert waren. Diese Patienten wiesen eine vermehrte
Lymphknotenmetastasierung, ein erhdhtes Vorhandensein von Fernmetastasen
sowie prognostisch ungunstige erhohte LDH-Werte auf. Vergleicht man die Patienten
mit starker PTTG-1 mit den Patienten mit schwacher und negativer PTTG-1-
Expression, so zeigte sich ein Unterschied im Uberleben von 5,2 Monaten, obwohl
die Patienten sich hinsichtlich der Behandlung und des Stadiums nicht
unterschieden. Der Unterschied der Uberlebenszeiten ist beachtlich, da die mittlere
Uberlebenszeit dieses Kollektivs bei 10 Monaten liegt. Auch in der Univariat- und
Multivariatanalyse war die PTTG-1-Expression ein statistisch signifikanter Parameter
fur das Uberleben der Patienten. Das lasst den Schluss zu, dass PTTG-1 nach
prospektiver Bestatigung dieser Daten als ein Biomarker fur Patienten mit nicht-

kleinzelligem Lungekarzinom eingesetzt werden konnte.

Zusammenfassend konnte anhand der vorliegenden Daten gezeigt werden, dass
sowohl ein Verlust des Tumorsuppressorgens ,fragile histidine triad“ (FHIT), als auch
das Vorhandensein des Tumoronkogens ,pituitary tumor transforming gene* (PTTG-
1) einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben der Patienten mit
Lungenkarzinomen hatten. Somit sind zwei neue Prognosemarker identifiziert
worden, die eine Vorhersage uber den Verlauf der Tumorerkrankung erlauben. Bei
der Auswahl einer geeigneten Therapie fur die Patienten kénnten diese
Informationen in Zukunft eine wichtige Rolle spielen, da eine individuelle

Risikostratifizierung durchgefihrt werden kdnnte.
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Der Einfluss des Tumorsuppressorgens FHIT und des T  umoronkogens PTTG-1
auf das Uberleben von Patienten mit kleinzelligem o der mit

nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom

Zusammenfassung der Dissertation von Nina Katrin Atamna

In dieser Arbeit wurde die Expression des ,fragile histidine triad* (FHIT) Gens -ein
Tumorsupressorgen- und des ,pituitary tumor transforming genes* (PTTG-1) -ein
Protoonkogen— in Lungenkarzinomen untersucht. Weiter wurde durch Korrelation
der Expressionsstarke mit dem Uberleben der Patienten analysiert, ob diese

Parameter unabhangige prognostische Faktoren darstellen.

Die Tumorproben von 225 Patienten mit kleinzelligem Lungenkarzinom wurden
retrospektiv auf die Expression von FHIT immunhistochemisch untersucht. Ebenso
wurden 136 Tumorproben von Patienten mit kleinzelligen Lungenkarzinomen und 91
Tumorproben von Patienten mit nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen auf die
Expression von PTTG-1 retrospektiv immunhistochemisch ausgewertet. Zur
statistischen Auswertung in der Univariat- und Multivariatanalyse wurde jeweils die

Starke als auch der Anteil positiver Zellen in einer Tumorprobe herangezogen.

Eine Expression von FHIT wurde in 61,8% der Kkleinzelligen Lungenkarzinome
gefunden. Ein Fehlen des FHIT-Proteins war mit einer signifikant verkirzten
Uberlebenszeit der Patienten assoziiert, deren medianes Uberleben bei 5,2 Monaten
lag, im Vegleich zu 7 Monaten bei Patienten mit FHIT-positiven Tumoren. Patienten
mit einem Anteil FHT-positiver Zellen <25% hatten mit 5,2 Monaten das schlechteste
Uberleben verglichen mit Patienten, die einen Anteil FHIT-positiver Zellen >25%
aufwiesen, deren Uberleben 7,2 Monate betrug. Es fand sich kein signifikanter
Unterschied in den Uberlebenszeiten zwischen den Gruppen mit schwacher bzw.
starker FHIT-Expression. In der Multivariatanalyse nach dem Cox-Regressionsmodell
zeigte sich, dass neben dem Anteil der FHIT-Expression, der Allgemeinzustand der
Patienten, das Tumorstadium und der LDH-Wert prognostischen Einfluss auf das

Uberleben der Patienten hatten.
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Eine Expression von PTTG-1 wurde in 64% der kleinzelligen Lungenkarzinome und
in 97,8% der nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome gefunden. Bei den Patienten mit
kleinzelligen Lungenkarzinomen war eine negative oder schwache PTTG-1-
Expression mit einem kirzeren Gesamtuberleben assoziiert, verglichen mit den
Patienten mit starker PTTG-1-Expression (8,8 Monate vs. 12,6 Monate). In dem Cox-
Regressionsmodell der Multivariatanalyse wurde die Expression von PTTG-1 neben
dem Allgemeinzustand der Patienten, dem Tumorstadium, dem LDH- und Hb-Wert
als signifikanter prognostischer Marker fiir das Uberleben der Patienten identifiziert.
Im Gegensatz dazu wurde bei den Patienten mit nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen eine inverse Korrelation gefunden. Eine starke PTTG-1-
Expression war mit einer kirzeren Uberlebenszeit von 10,2 Monaten assoziiert,
verglichen mit 15,4 Monaten fur Patienten mit keiner oder schwacher PTTG-1-
Expression. Weiter korrelierte die PTTG-1-Expression mit einem aggressiveren
Phanotyp fur die nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome: es fand sich ein
fortgeschrittenes pathologisches Stadium, vermehrt Lymphknotenmetastasen und
Fernmetastasen, ebenso ein erhéhter LDH-Wert. Die Multivariatanalyse nach dem
Cox-Regressionsmodell identifizierte die PTTG-1- Expression als unabhéangigen
prognostischen Marker neben dem Allgemeinzustand der Patienten und dem

Tumorstadium.

Sowohl das Tumorsuppressorgen FHIT, als auch das Tumoronkogen PTTG-1
spielen eine Rolle in der Pathophysiologie des Lungenkarzinoms. Das
Vorhandensein von FHIT war mit einer besseren Prognose der Patienten mit
kleinzelligem Lungenkarzinom assoziert. Die Funktion von PTTG-1 war dagegen
vom histologischen Subtyp des Lungenkarzinoms abhangig: so war die Expression
von PTTG-1 mit einer besseren Prognose bei Patienten mit kleinzelligem
Lungenkarzinom assoziert, hingegen mit einer schlechteren Prognose bei Patienten
mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom. Die Bedeutung der Arbeit liegt in dem
Einsatz der beiden Proteine als Biomarker zur Einschétzung der individuellen
Prognose der Patienten, um die Therapie entsprechend des Patientenprofils zu

stratifizieren.
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