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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Epidemiologie

Lungenkrebs ist weltweit das Tumorleiden mit der grofften Zahl an Neuerkrankungen und
verantwortlich fiir die meisten Krebstoten [Parkin et al. 2005].

In Deutschland erkrankten im Jahr 2002 45.000 Menschen neu an Lungenkrebs. Damit ist sie
die dritthdufigste Krebserkrankung bei Minnern und Frauen. Mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate
von 12 % bei Ménnern und 14 % bei Frauen zihlt Lungenkrebs zu den prognostisch
ungiinstigsten Krebsformen und ist bei Ménnern auch in Deutschland die héufigste, bei Frauen
die dritthdufigste Ursache flir den Krebstod. Das mittlere Erkrankungsalter fiir Lungenkrebs
liegt in Deutschland bei 68 Jahren [GEKID und RKI 2006].

1.1.1 Inzidenz

Die Rate der Neuerkrankungen an Lungenkrebs ist bei Médnnern und Frauen in Deutschland
unterschiedlich. Im Jahr 2002 erkrankten nach Schitzungen des Robert-Koch-Instituts (RKI
2006) insgesamt 218.252 Ménner und 206.011 Frauen an einem malignen Tumor. 14,9 % der
Mainner (32.500) und 6,1 % der erkrankten Frauen (12.450) litten an Lungenkrebs. Haufiger
waren bei Méannern nur Prostata- (22,3 %) und Darmkrebs (16,3 %) und bei Frauen Brust-
(26,8 %) und Darmkrebs (17,4 %) [GEKID und RKI 2006].

Die Neuerkrankungsrate an Bronchialkarzinomen sank bei Ménnern in der Zeit von 1990 bis
2002 von 79,2 pro 100.000 auf 66,8 pro 100.000. Im gleichen Zeitraum stieg die
Neuerkrankungsrate bei Frauen von 13,1 auf 21,0 pro 100.000 an. Erklért wird die Anndherung
mit dem verénderten Rauchverhalten der Bevolkerung, da die Inhalation von Tabakrauch der
wichtigste Risikofaktor fiir die Entstehung von Lungenkrebs ist. Der Anteil der Raucher an der
ménnlichen Bevolkerung in den alten Bundesldndern sank zwischen 1984 und 2003 von 41,6 %
auf 37,7 % ab. Der Anteil an rauchenden Frauen stieg gleichzeitig von 26,7 % auf 32,3 % an
[RKI 2006].

In der amerikanischen Krebsstatistik des Jahres 2006 zeigte sich fiir Bronchialkarzinome eine
Rate an Tumorneuerkrankungen von 77,8 pro 100.000 bei Ménnern und 48,9 pro 100.000 bei
Frauen [Jemal et al. 2006].
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1.1.2 Mortalitat

Der Anteil der Bronchialkarzinome an allen tddlich verlaufenden Tumorerkrankungen in
Deutschland liegt fiir Méanner bei 26,3 %, gefolgt von Darm- und Prostatakrebs mit 12,8 % und
10,4 %. Bei Frauen ist Lungenkrebs fiir 10,4 % aller Krebstoten verantwortlich und liegt damit
hinter Brust- (17,8 %) und Darmkrebs (14,9 %) [GEKID und RKI 2006].

Die Mortalititsrate sank fiir Manner im Zeitraum von 1990 bis 2002 von 71,9 auf 58,7 pro
100.000. Im gleichen Zeitraum stieg die Mortalitdtsrate fiir Frauen von 11,5 auf 16,3 pro
100.000 an [RKI 2006].

Bei den zum Tode fithrenden Krebserkrankungen war Lungenkrebs in der amerikanischen
Krebsstatistik des Jahres 2006 bei Ménnern mit 31 % und auch bei Frauen mit 26 % die
héufigste Ursache. Die Mortalitétsrate betrug im Jahr 2006 fiir Ménner 76,3 pro 100.000 und fiir
Frauen 40,9 pro 100.000 [Jemal et al. 2006].

1.1.3 Atiologie

Die aktive Inhalation von Tabakrauch ist die Hauptursache fiir die Entwicklung von
Lungenkrebs [Loeb et al. 1984]. Etwa 90 % der Lungenkrebserkrankungen von Ménnern und
60 % von Frauen konnen auf das Rauchen zuriickgefiihrt werden [RKI 2006]. Die kanzerogenen
Substanzen im Rauch begiinstigen das Auftreten von allen histologischen Typen von
Bronchialkarzinomen. Gegeniiber Nichtrauchern haben Raucher durchschnittlich ein 13,4-mal
hoheres Risiko, an Lungenkrebs zu erkranken. Dabei begiinstigt das Tabakrauchen die
Entstehung der einzelnen Entitdten unterschiedlich stark. Das Risiko fiir die Entstehung von
Plattenepithelkarzinomen ist bei Rauchern 18,8-mal so hoch wie bei Nichtrauchern. Das Risiko
fir die Entstehung von kleinzelligen Bronchialkarzinomen ist 14,3-mal so hoch, fiir die
Entstehung von groBzelligen Karzinomen 34,3-mal so hoch und fiir die Entstehung von
Adenokarzinomen 7,9-mal so hoch wie bei Nichtrauchern. Mit zunehmender Intensitit und
Dauer des Rauchens sowie mit zunehmender Menge gerauchter Zigaretten pro Tag steigt die
Wahrscheinlichkeit, an Lungenkrebs zu erkranken. Umgekehrt nimmt die Wahrscheinlichkeit zu
erkranken ab, je mehr Jahre nach der Entwohnung vom aktiven Rauchen vergehen. Ein gutes
MaB fiir das Risiko, an Lungenkrebs zu erkranken, ist die Gesamtmenge der gerauchten
Zigaretten in ,,packyears” (Packungsjahre). Ein ,,packyear bedeutet, ein Jahr lang eine
Schachtel Zigaretten pro Tag geraucht zu haben. Raucher mit bis zu 45 ,,packyears” haben

gegeniiber Nichtrauchern ein 6,5-fach erhdhtes Risiko, an Lungenkrebs zu erkranken. Raucher
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mit 45 - 89 ,,packyears* haben ein 12,7-fach erhohtes Risiko und Raucher mit mehr als 90
»packyears* haben ein 20,5-fach erhohtes Erkrankungsrisiko [Barbone et al. 1997].

Neben dem aktiven Rauchen schédigt auch das Passivrauchen die Gesundheit und wird fiir
1,6 % aller Neuerkrankungen verantwortlich gemacht [Molina et al. 2008]. Die passive
Inhalation von Zigarettenrauch im Kindesalter erhdht das Risiko, im spéteren Leben an
Lungenkrebs zu erkranken, je nach Intensitit des Passivrauchens, um bis zur 3,6-fachen
Wahrscheinlichkeit gegeniiber Kindern, die keinem Zigarettenrauch ausgesetzt waren [Vineis
et al. 2005]. Die kanzerogene Wirkung des Passivrauchens konnte bereits 1986 von Wald et al.
festgestellt werden, da Nichtraucherinnen, die mit Rauchern zusammen lebten, im Vergleich zu
jenen, die mit Nichtrauchern zusammen lebten, eine 1,35-fach erhohte Wahrscheinlichkeit
hatten, an Lungenkrebs zu erkranken. FErginzend konnte gezeigt werden, dass die
Wabhrscheinlichkeit, an Lungenkrebs zu erkranken, fiir nichtrauchende Frauen, die mit Rauchern
zusammen leben, signifikant mit der Anzahl gerauchter Zigaretten pro Tag ansteigt. Die
Wabhrscheinlichkeit stieg um den Faktor 1,42 (1-14 Zigaretten pro Tag), 1,53 (15-19 Zigaretten
pro Tag) und 1,91 (20 und mehr Zigaretten pro Tag) an [Hirayama 1983].

Eine weitere Ursache fiir die Entstehung von Lungenkrebs ist die Exposition gegeniiber
Asbeststduben. Im Jahr 1955 konnte bei Arbeitern, die Uber mehrere Jahre Asbeststiuben
ausgesetzt waren, eine ca. 10-fach erhohte Wahrscheinlichkeit fiir die Entstehung von
Lungenkrebs beobachtet werden [Doll 1955]. Die Frage nach dem Zusammenhang zwischen
der Intensitdt der Asbestexposition und der Wahrscheinlichkeit, an Lungenkrebs zu erkranken,
ist bisher nur unzureichend geklart. Es scheint jedoch, dass eine Asbestexposition, die eine
Asbestose ausgelost hat, mit einem deutlich erhdhten Risiko fiir die Entstehung von
Lungenkrebs einhergeht [ Weiss 1999].

Auch das radioaktive Gas Radon hat eine kanzerogene Wirkung und begiinstigt die Entwicklung
von Bronchialkarzinomen. Grundsitzlich werden durch Exposition gegeniiber Radon die
Entwicklung aller Lungenkrebsentititen verstirkt. Minenarbeiter, die besonders hohen
Radondosen ausgesetzt waren, neigten allerdings eher zur Entwicklung von kleinzelligen
Bronchialkarzinomen oder Plattenepithelkarzinomen, wohingegen Minenarbeiter mit geringerer
Radonexposition stirker zu Adenokarzinomen neigten [Kreuzer et al. 2000]. Bei Zigaretten
rauchenden Minenarbeitern wirken die kanzerogenen Effekte von Radon und Tabakrauch
synergistisch [Saccomanno et al. 1988].

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Vorliegen einer Silikose bei Bergleuten ein
zusitzlicher Risikofaktor fiir die Entstehung von nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomen ist

[Taeger et al. 2006].
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1.2 Klassifikation der Tumoren

Die Tumoren der Lunge, der Bronchien und der Trachea werden aufgrund unterschiedlicher
histologischer Morphologie den verschiedenen Entititen und ihren Untergruppen zugeordnet.
Diese Einteilung wurde 1976 durch die World Health Organization (WHO) eingefithrt und
gewihrleistet eine internationale Vergleichbarkeit von Krankheitsdaten, Verlaufsprognosen und
Forschungsergebnissen durch verbindliche Einteilungsstandards und unmissverstidndliche
Nomenklatur [WHO 2000].

Ebenfalls aufgrund morphologischer Eigenschaften des Tumors wird vom Pathologen der Grad
der Differenzierung festgelegt.

Die Ausbreitung des Tumors im Patienten wird klinisch diagnostiziert und beschreibt den
Progress der Tumorerkrankung eines Patienten individuell. Beschrieben wird der Status der
Erkrankung mit dem TNM-System (Tumor, Nodus, Metastase), welches einem Tumorstadium
nach der Union for International Cancer Control (UICC) zugeordnet wird. Das UICC-Stadium
fasst Patienten mit gleicher Prognose und gleichen Therapieoptionen zusammen

[Mountain 1997].

1.2.1 Entitaten

Die verschiedenen Entitdten unterscheidet man anhand ihrer morphologischen Eigenschaften in
Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome, kleinzellige Karzinome und groBzellige Karzinome
[Hatcher und Dover 2003]. Die iibrigen Neoplasien werden seltenen Differenzierungsvarianten
zugeordnet oder fallen in eine Gruppe unklassifizierbarer Tumoren. Der histologische Typus
und seine Differenzierungsvariante werden international nach der International Classification of
Diseases for Oncology (ICD-O) eingeteilt [WHO 2000]. Aufgrund ihres klinisch besonders
aggressiven Verhaltens, der damit einhergehenden fatalen Prognose und den unterschiedlichen
Therapiestrategien trennt man die kleinzelligen Bronchialkarzinome (SCLC) von den nicht

kleinzelligen Bronchialkarzinomen (NSCLC) [Junker und Petersen 2009].

1.2.1.1 Adenokarzinom

Adenokarzinome stellen mit ca. 32 % den grofiten Anteil an malignen Lungentumoren bei
Frauen, Exrauchern und bei Menschen, die nie geraucht haben [Travis et al. 1995; Brambilla
et al. 2001]. Durch einen starken Anstieg der Inzidenzrate sind sie in vielen Landern inzwischen

auch bei Ménnern die héufigste Entitit [Devesa et al. 2005]. Es wird vermutet, dass die
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ansteigende Inzidenz durch ein verdndertes Rauchverhalten und eine verdnderte
Zusammensetzung des Tabakrauchs beeinflusst wird. Der Anteil rauchender Frauen ist seit
vielen Jahrzehnten angestiegen und erhohte damit auch die Inzidenz der Adenokarzinome
[Devesa et al. 1991].

Mit der Einfithrung und Verbreitung von Filterzigaretten tiber die letzten Jahrzehnte dnderte sich
auch die Zusammensetzung des Zigarettenrauchs. Der Teer- und Nikotin-Gehalt wurde
reduziert, gleichzeitig stieg der Anteil von Nitraten und ihren Verbrennungsprodukten im Rauch
deutlich an. In Tierversuchen konnten unter den Verbrennungsprodukten der Nitrate
hochpotente Kanzerogene gefunden werden, die Adenome und Adenokarzinome auslésen
koénnen [Hoffmann D und Hoffmann I 1997].

Es wird dariiber hinaus vermutet, dass das Rauchen von Filterzigaretten und sogenannten
»light“-Zigaretten zu tieferer Inhalation und damit zu einer stirkeren Ablagerung der
kanzerogenen Substanzen in der Peripherie der Lunge fiihrt. Dieser Ort stellt die
Hauptlokalisation von Adenokarzinomen dar [Kreuzer et al. 2006].

Histologisch bilden Adenokarzinome eine heterogene Gruppe. Mehr als 90 % der
Adenokarzinome zeigen verschiedene Differenzierungsvarianten in ein und demselben Tumor.
Der iiberwiegenden Komponente entsprechend konnen sie jedoch meistens einer Untergruppe
zugeordnet werden (siche Tabelle 1) [Motoi et al. 2008].

Die 5-Jahres-Uberlebensrate der Adenokarzinome ist mit 16,6 % die giinstigste unter den

malignen Lungentumoren (siche Abbildung 1) [Travis et al. 1995].
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Adenokarzinome

- gemischtes Adenokarzinom

- azinires Adenokarzinom

- papilldres Adenokarzinom

- bronchioalveoléres Karzinom

- solides Adenokarzinom mit Mucinproduktion
Plattenepithelkarzinome

- papilléres Plattenepithelkarzinom

- klarzelliges Plattenepithelkarzinom

- kleinzelliges Plattenepithelkarzinom

- basaloides Plattenepithelkarzinom
Grofizellige Karzinome

- groBzelliges neuroendokrines Karzinom

- basaloides Karzinom

- lymphoepithelioma-dhnliches Karzinom

- klarzelliges Karzinom

- klarzelliges Karzinom mit rhabdoidem Phéanotyp
Kleinzellige Karzinome

- kombiniertes kleinzelliges Karzinom
Adenosquamose Karzinome
Sarkomatoide Karzinome
Karzinoidtumoren
Karzinome vom Speicheldriisen-Typ

Tabelle 1: Maligne epitheliale Tumoren der Lunge. Modifiziert nach Travis et al. (2004, S. 10).

Adenokarzinome

Plattenepithelkarzinome

alle Bronchialkarzinome M relative 5-Jahres-Uberlebensrate in

%

Grol3zellige Karzinome

Kleinzellige Karzinome

0 5 10 15 20 25

Abbildung 1: Durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate der vier wichtigsten Tumorentitciten.
Modifiziert nach Travis et al. (1995, S. 198).
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1.2.1.2 Plattenepithelkarzinom

Aufgrund der starken Zunahme der Inzidenz von Adenokarzinomen in den vergangenen
Jahrzehnten sind Plattenepithelkarzinome mit ca. 29 % nicht mehr die haufigste Entitdt unter
den Bronchialkarzinomen [Travis et al. 1995]. Bei Maénnern nahm die Inzidenz der
Plattenepithelkarzinome sogar iiber Jahre langsam ab. Der Grund dafiir ist vermutlich der
Wechsel vieler Raucher von filterlosen Zigaretten zu ,light“-Zigaretten mit reduziertem
Nikotin- und Teer-Gehalt [Hatcher und Dover 2003]. Durch die hohe Konzentration von Nikotin
im Rauch filterloser Zigaretten, Zigarren und Pfeifen reicht eine flache Inhalation aus, um
ausreichend viel Nikotin {iber die Schleimhdute aufzunehmen und so das Verlangen danach zu
befriedigen [ Wynder und Muscat 1995]. Durch die flache Inhalation kommen die kanzerogenen
Substanzen bei den Betroffenen hauptséchlich mit den oberen Atemwegen und den zentralen
Anteilen der Lunge in Kontakt, wo eher Plattenepithelkarzinome als Adenokarzinome entstehen
[Higgins et al. 1988].

Entsprechend ihrer priméren Lokalisation kann man Plattenepithelkarzinome in ca. zwei Drittel
der Fille einer zentralen und in nur einem Drittel der Félle einer peripheren Form zuordnen.
Beide Tumortypen haben eine identische Prognose, allerdings nimmt man an, dass sie sich in
ihrer Entstehung unterscheiden. Fiir zentral gelegene Plattenepithelkarzinome wurde eine
Dysplasie-Karzinom-Sequenz beschrieben, wohingegen eine solche Sequenz fiir das peripher
lokalisierte Karzinom und die anderen Entititen noch nicht nachgewiesen werden konnte [Funai
et al. 2003].

Histologische Kriterien fiir Plattenepithelkarzinome sind Verhornungszeichen und der Nachweis
von Interzellularbriicken [Junker 2006]. Entsprechend ihrer Differenzierung konnen die
Tumoren einer Untergruppe zugeordnet werden (siche Tabelle 1).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate ist mit 15,4 % schlechter als die der Adenokarzinome (siehe

Abbildung 1) [Travis et al. 1995].

1.2.1.3 GrofBzelliges Karzinom

Das grofizellige Karzinom ist die seltenste der vier wichtigen Differenzierungsformen mit einem
Anteil von ca. 9 % aller Bronchialkarzinome [Travis et al. 1995]. Dabei bestehen die
grofzelligen Karzinome aus einer Gruppe undifferenzierter Tumoren, die sich durch
Abwesenheit von glanduldren, plattenepithelialen oder fiir kleinzellige Karzinome typischen
Differenzierungsmustern  definiert [Junker 2006]. Ahnlich der Entwicklung von

Plattenepithelkarzinomen nahm auch die Inzidenzrate groBzelliger Karzinome in den
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vergangenen Jahrzehnten ab. Aufgrund der insgesamt niedrigen Fallzahlen ist die Ursache fiir
diese Entwicklung nur schwer zu ermitteln [ Yoshimi et al. 2003].

Die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit der groBzelligen Karzinome liegt iiber der von
kleinzelligen Karzinomen, ist mit 11,4 % unter den nicht kleinzelligen Tumoren allerdings die
schlechteste (siche Abbildung 1) [Travis et al. 1995]. Wie auch fiir die anderen Entitdten ist fiir
die Entstechung von groBzelligen Karzinomen die Inhalation von Tabakrauch der

Hauptrisikofaktor [Barbone et al. 1997].

1.2.1.4 Kleinzelliges Karzinom

Das kleinzellige Bronchialkarzinom ist mit ca. 18 % das dritthdufigste Karzinom unter den
Lungentumoren [Travis et al. 1995]. Es entsteht bevorzugt in zentralen Abschnitten des
Bronchialsystems [Watson und Berg 1962]. Histologisch bestimmen kleine zytoplasmaarme
Tumorzellen mit hyperchromatischen, rund bis spindelférmigen Zellkernen das Bild [Junker
und Petersen 2009].

Die Prognose dieser Entitit ist mit unter 5 % 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit duBerst
schlecht (sieche Abbildung 1) [Travis et al. 1995]. Ursichlich fiir die schlechte Uberlebensrate
sind das besonders schnelle und aggressive Wachstum, sehr frith auftretende Lymphknoten- und
Fernmetastasen sowie das frithzeitige Rezidivieren nach initial gutem Ansprechen auf
Chemotherapie [Jackman und Johnson 2005].

Wegen der oft schon zum Zeitpunkt der Diagnose vorhandenen Metastasen und des dramatisch
schnellen Verlaufs wurde fiir die Einteilung kleinzelliger Karzinome neben dem TNM-System
der UICC auch die klinisch orientierte Unterteilung in ,,limited disease* (Tumorausbreitung auf
einen Hemithorax begrenzt) und ,,extensive disease” (Tumorinvasion iiber einen Hemithorax
hinaus) der VALG (Veterans Administration Lung Study Group) benutzt [Stahel et al. 1989].

60 - 70 % der SCLC werden im fortgeschrittenen Stadium ,.extensive disease™ diagnostiziert
und haben damit eine 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von nur 2 %. Die 30 - 40 % der
Tumoren, die sich noch im lokal begrenzten Stadium ,limited disease” befinden, haben
immerhin eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 12 - 17 % [Jackman und Johnson 2005]. Aufgrund
besserer Vergleichbarkeit wird inzwischen jedoch empfohlen, das TNM-System auch fiir die

Einteilung der kleinzelligen Bronchialkarzinome zu verwenden [Shepherd et al. 2007].
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1.2.2 TNM-Klassifikation

Um die Ausbreitung der Tumorerkrankung beurteilen zu konnen, die Prognose zu ermitteln und
die Therapiestrategie festzulegen, wird jeder Patient mit Bronchialkarzinom einem ,,Staging*
(Stadieneinteilung) unterzogen. Dabei wird versucht, mit Hilfe von verschiedenen
diagnostischen Verfahren, die Ausdehnung des Primdrtumors und die Anzahl an befallenen
Lymphknoten zu ermitteln. AuBerdem wird nach Metastasen in tumorfernen Organen gesucht.
Beim Einteilen in Stadien wird international das TNM-System verwendet. Dabei werden
Primartumor (T), Lymphknotenstatus (N) und Fernmetastasierung (M) beurteilt.

Die Stadieneinteilung erfolgte anhand der zu Beginn dieser Arbeit aktuellen 6. Klassifikation
der UICC, die fiir Lungenkrebs unverdndert mit der 5. Klassifikation {ibereinstimmt [Mountain
1997; Sobin und Wittekind 2002]. Inzwischen gibt es eine neuere 7. Klassifikation, die eine
feinere Stadieneinteilung der Tumoren vorsieht [Goldstraw et al. 2007].

Dem TNM-Stadium wird ein Buchstabe vorweg gestellt, der beschreibt, wie das Stadium
diagnostiziert wurde:

e c: klinische Diagnose

e p: histologisch gesicherte Diagnose

e a: autoptisch gesicherte Diagnose

e y: Tumor mit neoadjuvanter Chemotherapie vorbehandelt

e 1. TNM-Stadium eines Rezidivs

e u: mittels Ultraschall bestimmtes Stadium.

1.2.2.1 Definition des Primartumors ,, T*

Je nach Durchmesser und Infiltration in umgebende Strukturen wird ein Tumor in die Stadien
T1 - 4 eingeteilt (siche Tabelle 2). Relevant fiir die Einteilung ist neben dem Tumordurchmesser
die Infiltration in umgebende Strukturen wie zum Beispiel Pleura, Thoraxwand und Zwerchfell.
Dariiber hinaus wird die endobronchiale Ausdehnung des Tumors in die Stadien eingebunden.
Je weiter sich der Tumor der Trachealbifurkation und der Karina ndhert, desto hoher ist das
Tumorstadium [Sobin und Wittekind 2002].

Eine endgiiltige Aussage iiber die Infiltration in benachbarte Organe und die GroBe des
Primértumors kann jedoch erst nach einer Operation und der histologischen Aufarbeitung des

Resektats getroffen werden.
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Stadium | 6. Edition der TNM-Klassifikation 7. Edition der TNM-KIlassifikation
Tx: Primértumor kann nicht beurteilt werden |unverdndert
- oder positive Zytologie aus Sputum oder
Bronchiallavage; jedoch keine
Lokalisation eines Primdrtumors durch
Bildgebung oder Bronchoskopie moglich
TO: kein Nachweis eines Primértumors unverdndert
Tis: Carcinoma in situ unverandert
T1: Tumordurchmesser < 3 cm ohne Invasion |unverdndert
des Hauptbronchus
Tla: - Tumordurchmesser < 2 cm
T1b: - Tumordurchmesser > 2 ¢cm aber <3 cm
T2: Tumordurchmesser > 3 cm Tumordurchmesser > 3 ¢m aber <7 cm
- oder Invasion des Hauptbronchus - oder Invasion des Hauptbronchus
> 2 cm distal der Karina > 2 cm distal der Karina
- oder Invasion der viszeralen Pleura - oder Invasion der viszeralen Pleura
- oder assoziiert mit Atelektasen oder - oder assoziiert mit Atelektasen oder
obstruktiver Pneumonitis, die nicht die obstruktiver Pneumonitis, die nicht die
ganze Lunge betrifft ganze Lunge betrifft
T2a: - Tumordurchmesser > 3 ¢cm aber <5 cm
T2b: - Tumordurchmesser > 5 ¢cm aber <7 cm
T3: Tumordurchmesser > 7 cm, oder
Tumoren jeder GroBe mit Invasion von | Tumoren jeder Grofle mit Invasion von
Brustwand, Zwerchfell, parietalem Brustwand, Zwerchfell, Nervus phrenicus,
Perikard oder mediastinaler Pleura parietalem Perikard oder mediastinaler
Pleura
- oder Infiltration des Hauptbronchus - oder Infiltration des Hauptbronchus
<2 cm distal der Karina ohne Befall der |<2 cm distal der Karina ohne Befall der
Karina Karina
- oder assoziiert mit Atelektasen oder - oder assoziiert mit Atelektasen oder
obstruktiver Pneumonitis, die eine ganze [obstruktiver Pneumonitis, die eine ganze
Lunge betreffen Lunge betreffen
- oder separatem Tumorknoten im
gleichen Lappen wie der Primértumor
T4: Tumoren jeder Grofie mit Tumoren jeder Grofie mit

- Invasion von Mediastinum, Herz,
groBen Gefifen, Trachea, Osophagus,
Wirbelkorpern oder Karina

- oder mit Tumormetastase(n) im gleichen
Lungenlappen wie der Primirtumor

- oder mit malignem Pleura- oder
Perikarderguss

- Invasion von Mediastinum, Herz, groflen
GefiBen, Trachea, Osophagus,
Wirbelkorpern, Karina oder Nervus
laryngeus recurrens

- oder mit Tumormetastase in einem
weiteren ipsilateralen Lungenlappen

Tabelle 2: Stadien des Primdrtumors ,,T*. Vergleich der 6. mit der aktuellen 7. Edition der
TNM-Klassifikation. Modifiziert nach Sobin und Wittekind (2002, S. 99 — 103) und Goldstraw et
al. (2007, S. 709).
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1.2.2.2 Definition des Lymphknotenstatus ,,N*

Den Stationen des Lymphabflusses entsprechend unterteilt man den Status der lymphogenen
Metastasierung in die Stadien NO - 3 (siche Tabelle 3). Die Drainage der pulmonalen Lymphe
erfolgt liber die regionalen Lymphknoten, die intrapulmonal, peribronchial und hilér lokalisiert
sind. Weiter wird die Lymphe iiber zentral gelegene subkarinale Lymphknoten oder
Lymphknoten im Mediastinum abgeleitet. Im Verlauf der lymphogenen Metastasierung kdnnen
auch weiter entfernte Lymphknotenstationen betroffen sein. Neben kontralateralen hildren oder
mediastinalen Lymphknoten ist auch ein Befall extrathorakaler Stationen wie
Skalenuslymphknoten oder supraklavikulérer Lymphknoten mdglich. Ist ein Lymphknoten vom
Tumor befallen, ohne dass vorgeschaltete Lymphknotenstationen betroffen sind, handelt es sich
um eine ,,Skipping*“-Metastase (Uberspringende Metastase) [Junker et al. 1997].

Eine sichere Klédrung des Lymphknotenstatus kann nur durch eine regelgerechte
Lymphknotenexstirpation wihrend einer Operation und der dazugehorigen mikroskopischen
Diagnostik erfolgen.

Die Beurteilung des Lymphknotenstatus wurde in der neuen 7. Klassifikation nicht verdndert

[Mountain 1997; Goldstraw et al. 2007].

Stadium |6. und 7. Edition der TNM-Klassifikation

Nx Keine Beurteilung der regionalen Lymphknoten méglich
NO Keine Metastasen in regiondren Lymphknoten nachweisbar
N1 Metastasen in ipsilateralen peribronchialen, ipsilateralen hildren und/oder

intrapulmonalen Lymphknoten einschlieBlich durch invasives Wachstum des
Primértumors betroffene Lymphknoten

N2 Metastasen in ipsilateralen mediastinalen und/oder subkarinalen Lymphknoten

N3 Metastasen in kontralateralen hildren oder mediastinalen Lymphknoten oder in
supraklavikuldren Lymphknoten
oder in Skalenuslymphknoten

Tabelle 3: Stadien der Lymphknotenmetastasierung ,,N*“. Modifiziert nach Sobin und Wittekind
(2002, S. 99— 103).

1.2.2.3 Definition der Fernmetastasen ,,M*

Absiedlungen des Primértumors treten hdufig im Knochen, im Gehirn und in der Leber auf.
AuBlerdem kann man Absiedlungen in der Lunge selbst und in den Nebennieren finden

[Yoshino et al. 2001]. Die Einteilung von Lungenmetastasen wurde jedoch in der aktuellen
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7. Klassifikation gedndert (siche Tabelle 4). Demnach werden ipsilaterale pulmonale Metastasen
als T3 oder T4 eingestuft und nur kontralaterale pulmonale Metastasen zu den Fernmetastasen
der neu geschaffenen Kategorie M1a gerechnet. IThr werden auBerdem die Tumoren zugeordnet,
die mit einem malignen Pleura- oder Perikarderguss sowie einer Pleurakarzinose assoziiert sind.
Organmetastasen, die aulerhalb der Lunge liegen, werden nun der Kategorie M1b zugeordnet

[Goldstraw et al. 2007].

Stadium 6. Edition der TNM-Klassifikation 7. Edition der TNM-Klassifikation

Mx Fernmetastasierung nicht beurteilbar unverindert
MO keine Fernmetastasen vorhanden unveridndert
M1 Fernmetastase vorhanden -

- oder ein Tumorknoten in einem
andern Lungenlappen als dem des
Primértumors

Mla - - Metastase(n) in einem kontralateralen
Lungenlappen

- Maligner Pleura- oder Perikarderguss
vorhanden

- Pleurakarzinose vorhanden

Mil1b - Fernmetastase(n) in anderen
Organsystemen als der Lunge
vorhanden

Tabelle 4: Stadien der Fernmetastasierung ,,M*. Vergleich der 6. mit der aktuellen 7. Edition
der TNM-Klassifikation. Modifiziert nach Sobin und Wittekind (2002, S. 99 - 103) sowie
Goldstraw et al. (2007, S. 709).

1.2.2.4 Definition des Residualtumors ,,R*

Das R-Stadium erginzt die TNM-Klassifikation und beschreibt den Residualtumor, der
postoperativ im Patienten verblieben ist. Besonders die Untersuchung der Resektionsridnder
nach einer Tumorresektion ist makroskopisch nur unzureichend moglich und bedarf einer
mikroskopischen Kontrolle.

Die Art des Residualtumors wird durch drei Stadien von RO - 2 unterteilt (siche Tabelle 5).
Dabei bedeutet RO, dass der Operateur den tumortragenden Lappen vollstindig entfernen
konnte und in der histologischen Untersuchung des Resektats ein ausreichender Abstand der
Tumorzellen zu den Resektionsréndern festgestellt wurde. In das R1-Stadium fallen Tumoren,

die intraoperativ vollstindig entfernt werden konnten, bei denen in der histologischen
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Untersuchung jedoch Tumorzellen in den Resektionsrandern gefunden wurden. Ebenfalls in das
R1-Stadium werden Patienten eingeteilt, bei denen histologisch Tumorzellen in Gewebeproben
oder Biopsien gefunden wurden, die nicht vom tumortragenden Resektat stammen. R2 bedeutet,
dass es nicht gelungen ist, den Tumor komplett zu entfernen, und makroskopisch sichtbare
Tumorherde verblieben sind. Die R-Klassifikation kann auch verwendet werden, um das
Ergebnis von Chemo- oder Strahlentherapie zu beschreiben, wobei dafiir meistens

Regressionsgrade angegeben werden [ Wittekind et al. 2002].

Stadium |Beurteilung

Rx Der Status des Residualtumors kann nicht beurteilt werden
RO Makroskopisch und mikroskopisch Tumor vollstindig entfernt
R1 Tumor makroskopisch komplett entfernt, mikroskopisch sind jedoch Tumorzellen

in den Resektionsrandern vorhanden

R2 Tumor makroskopisch nicht komplett entfernt

Tabelle 5: Stadieneinteilung des Residualtumors ,,R". Modifiziert nach Wittekind et al. (2002,
S.2512).

1.2.3 Grading

Das ,,Grading” ist eine histologische Beurteilung des Grades der Differenzierung von
Tumorzellen. Mit abnehmendem Grad der Differenzierung werden sie von G1 - 3 eingeteilt,
wobei G1 gut differenziert, G2 méBig differenziert, G3 schlecht differenziert bedeutet [WHO
2000]. Die Kriterien fiir die verschiedenen Differenzierungsgrade sind dabei abhingig von der

Tumorentitdt [Travis et al. 2004].

1.2.4 UICC-Stadien

Die TNM-Stadien werden entsprechend ihrer zu erwartenden Prognose eingeteilt und dem
entsprechenden UICC-Stadium zugeordnet (siche Tabelle 6).

Besonders genau kann die Einteilung erfolgen, wenn die TNM-Stadien durch histologische
Auswertung gesichert wurden (siche Tabelle 7). Die rein klinisch erhobenen Stadien
entsprechen oft nicht den Stadien, die nach chirurgischer und pathologischer Begutachtung
bestimmt werden [Mountain 1997]. Durch die erginzenden intraoperativen Sicht- und

Tastbefunde eines erfahrenen Chirurgen sowie die histologische Untersuchung aller
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entnommenen Lymphknoten wird auch ein Fortschreiten der Tumorerkrankung erfasst, das mit
bildgebenden Verfahren nicht nachweisbar ist. Mit histologisch gesicherten Tumorstadien ist
also eine genauere Prognoseeinschitzung als mit rein klinisch bestimmten Stadien mdglich, da
sie mit groBerer Wahrscheinlichkeit die tatsdchliche Ausbreitung des Tumorleidens beschreiben.
Patienten, die einen Zeitraum von 5 Jahren nach Diagnose eines primdren Lungenkrebses
iiberleben, werden als Langzeitiiberlebende oder LTLC (,,Long-term-lung-cancer-survivors®)
bezeichnet. Diese ca. 15 % der Erkrankten sind allerdings weiterhin geféhrdet, ein Rezidiv zu
erleiden. Rezidive konnen auch nach iiber 10 Jahren tumorfreien Uberlebens auftreten. Dariiber
hinaus haben Erkrankte ein hohes Risiko, an einem Zweittumor der Atemwege zu erkranken

[Molina et al. 2008].

6. Edition der TNM-Klassifikation | 7. Edition der TNM-Klassifikation | UICC-Stadium
- Tx NO MO Okkultes
Karzinom
Tis NO MO Tis NO MO 0
T1 NO MO Tla, b NO MO 1A
T2 NO MO T2a NO MO IB
T1 N1 MO TlaN1 MO ITA
T1b N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
T2 N1 MO T2b N1 MO IIB
T3 NO MO T3 NO MO
T1 N2 MO T1 N2 MO I A
T2 N2 MO T2 N2 MO
T3 N1 MO T3 N1 MO
T3 N2 MO T3 N2 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 NO MO III B
T4 N1 MO
T4 N2 MO T4 N2 MO
Jedes T N3 MO Jedes T N3 MO
Jedes T jedes N M1 Jedes T jedes N M1a, b v

Tabelle 6. Definition der prognostisch relevanten UICC-Stadien. Vergleich der Zuordnung nach
6. und 7. Edition der TNM-Klassifikation fiir maligne Tumoren. Modifiziert nach Sobin und
Wittekind (2002, S. 99 - 103) sowie Goldstraw et al. (2007, S. 712).
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5-Jahres-Uberlebensrate

6. Edition der TNM-Klassifikation | 7. Edition der TNM-Klassifikation

UICC-Stadium ¢cTNM pTNM ¢TNM pTNM
IA 50 % 73 % 50 % 73 %

IB 40 % 54 % 43 % 58 %

ITA 24 % 48 % 36 % 46 %

IIB 25 % 38 % 25% 36 %

ITA 18 % 25% 19 % 24 %
1B 8% 19 % 7% 9%

v 2% 21 % 2% 13 %

Tabelle 7: Unterschiede in der 5-Jahres-Uberlebensrate zwischen klinisch und pathologisch
diagnostizierten UICC-Stadien. Das gleiche Patientenkollektiv wurde nach der 6. und der 7.
Edition der TNM-Klassifikation fiir maligne Tumoren eingeteilt, um die Auswirkungen der
Stadieneinteilung auf die prognostische Aussagekraft der einzelnen UICC-Stadien darzustellen.

Modifiziert nach Goldstraw et al. (2007, S. 711).

1.3 Diagnostik

1.3.1 Nichtinvasive Verfahren

1.3.1.1 Klinische Untersuchung und Anamnese

Mehr als 90 % der Patienten mit Lungenkrebs zeigen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose klinisch
oder anamnestisch Krankheitssymptome. Nur etwa 10 % sind asymptomatisch. Die meisten
Patienten leiden an unspezifischen Symptomen wie z.B. Husten, Gewichtsverlust, Ubelkeit oder
allgemeiner Schwiche [Beckles et al. 2003]. In einigen Fillen zeigen die Patienten Symptome,
die sich direkt auf den Primédrtumor zuriickfiihren lassen. Dazu zdhlen beispielsweise
Hamoptysen, Dysphagie, Dyspnoe oder auch Brustschmerzen, die durch verdringendes oder
invasives Wachstum des Primértumors verursacht werden. Beckles et al. (2003) konnten zeigen,
dass ca. ein Drittel der Patienten bereits bei Erstdiagnose Symptome hat, die auf ein
metastasiertes  Tumorleiden  hinweisen.  Beispiele sind  Knochenschmerzen  fiir

Knochenmetastasen, Ubelkeit und Erbrechen oder fokale neurologische Defizite fiir
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Hirnmetastasen sowie allgemeine Schwiche in Kombination mit Gewichtsverlust als Zeichen
fiir fortgeschrittene hepatische Metastasierung,.

Neben diesen klinischen Zeichen, die mit dem Progress der Tumorerkrankung assoziiert sind,
geht Lungenkrebs in ca. 10 % der Fille unabhingig vom Stadium mit paraneoplastischen
Syndromen einher. Dies ist der Fall, wenn der Tumor Peptidhormone, Antikorper,
Immunkomplexe, Prostaglandine oder Zytokine produziert. Klinisch koénnen sich
unterschiedlichste Syndrome manifestieren, von denen Cushing-Syndrom, SIADH (Syndrom
der inaddquaten ADH-Sekretion), Lambert-Eaton-Syndrom und Hyperkalzdmie durch erhdhte

Parathormonspiegel zu den haufigeren zdhlen [Beckles et al. 2003].

1.3.1.2 Laboruntersuchung

Laboruntersuchungen ergénzen bei Lungenkrebspatienten die Suche nach Fernmetastasen.
Erhohte Kalziumspiegel und erhohte Spiegel der Alkalischen Phosphatase (AP) kénnen auf
Knochenmetastasen hinweisen. Sind die Leberenzyme erhdht, so kann eine hepatische
Metastasierung vorliegen [Spiro et al. 2007].

Die Lactatdehydrogenase (LDH) ist ein Enzym, das unter anderem von Tumorzellen produziert
wird und klinisch als prognostischer Marker eingesetzt wird, da sich die Prognose mit

steigendem Serum-LDH-Spiegel verschlechtert [Danner et al. 2010].

1.3.1.3 Rontgendiagnostik

Ein Rontgenbild der Lunge ist hdufig die erste Bildgebung, die zur Diagnose von Lungenkrebs
fiihrt. Es liefert einerseits grundlegende Hinweise auf die Lokalisation des Tumors und
andererseits wichtige Informationen iiber die Beschaffenheit der Restlunge, der Pleura, des
Mediastinums, der benachbarten Thoraxwand, des Herzens und aller weiteren abgebildeten

umliegenden Organe [Grondin und Liptay 2002].

1.3.1.4 Transthorakaler Ultraschall (TTUS)

Eine transthorakale Ultraschalluntersuchung ist ein einfaches und sicheres Verfahren zum
Ausschluss oder zur Quantifizierung eines Pleuraergusses. Aullerdem ldsst sich mit Hilfe der

Sonographie eine fragliche Brustwandinfiltration nachweisen [Goeckenjan et al. 2010].
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1.3.1.5 Computertomographie (CT)

Die Computertomographie des Thorax ist die sensitivste Methode zum Nachweis
intrapulmonaler Verdichtungen, die bei jedem Patienten mit der Verdachtsdiagnose Lungenkrebs
erfolgen sollte. Sie dient der genauen Lokalisation der Tumormasse, der Bestimmung des
maximalen Tumordurchmessers und der Suche nach vom Tumor befallenen Strukturen.
Morphologische Kriterien wie Spiculae, Corona radiata, eine verzogene interlobére Fissur und
vergrofBerte Lymphknoten deuten auf einen malignen Prozess. Zur Beurteilung der Leber und

der Nebennieren sollte die CT des Thorax den Oberbauch einschlielen [Schaefer-Prokop 2010].

1.3.1.6 Magnetresonanztomographie (MRT)

Die Aussagekraft einer Magnetresonanztomographie zur Beurteilung des Tumorbefalls im
Mediastinum ist der einer Computertomographie gleichwertig. Auf eine MRT kann deshalb
meistens verzichtet werden. Sie kann jedoch bei der Kldrung der Invasivitit von sogenannten
,Pancoast-Tumoren* behilflich sein, die in den apikalen Segmenten der Lunge lokalisiert sind
[Silvestri et al. 2007]. Beide Schnittbildverfahren kdnnen jedoch keine absolute Sicherheit iiber
die Invasivitit gewdhrleisten, so dass im Zweifelsfall eine invasive Diagnostik nétig sein kann
[Thomas et al. 2000].

Einen wichtigen Stellenwert hat die MRT in der Diagnostik von Hirnmetastasen erlangt. Nach
bisherigen Erkenntnissen ermoglicht die Magnetresonanztomographie des Schidels bei der
Diagnose von Hirnmetastasen eine grofere Genauigkeit als die Computertomographie

[Yokoi et al. 1999; Seute et al. 2008].

1.3.1.7 Positronenemissionstomographie (PET)

Die Positronenemissionstomographie basiert auf der hdheren Stoffwechselleistung von
Tumorzellen, der damit verbundenen verstiarkten Aufnahme von radioaktiv markierter Glukose
und dem Nachweis der durch Zerfall emittierten Positronen. Die PET ist die beste Methode, um
eine Beteiligung des Mediastinums durch den Tumor zu untersuchen. Sie sollte bei Patienten
eingesetzt werden, die sich klinisch in einem lokal begrenzten Stadium befinden und potenziell
kurativ therapiert werden konnen. Wenn die Ganzkorper-PET positive Herde findet, sollten
diese Herde z.B. durch eine Biopsie genauer untersucht werden, um eine bereits vorhandene
Fernmetastasierung auszuschlieBen, bevor eine Operation durchgefiihrt wird [Silvestri et al.

2007].
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1.3.2 Invasive Verfahren

1.3.2.1 Transthorakale Punktion / Pleurapunktion

Die Punktion der Pleurahdhle ist ein technisch einfaches Verfahren, um fiir diagnostische
Zwecke Proben eines Pleuraergusses zu gewinnen. Therapeutisch fiihrt sie zu einer Entlastung
und ermdglicht die freie Entfaltung der Lunge.

Nach Zentrifugation der Probe kann durch zytologische Analyse ein maligner Pleuraerguss von
Ergiissen anderer Genese abgegrenzt werden. Die Sensitivitdt einer Untersuchung liegt bei 50 %
und kann durch eine zweite Untersuchung auf 65 % gesteigert werden. Kombiniert man die
zytologische Untersuchung des Pleuraergusses mit einer Biopsie der Pleura, so erhoht sich die

Sensitivitét auf bis zu 90 % [DeCamp et al. 1997].

1.3.2.2 Flexible Bronchoskopie

Die flexible Bronchoskopie ist ein zentrales diagnostisches Verfahren, um die primére Diagnose
einer Tumorerkrankung zu stellen oder eine Stadieneinteilung eines bereits bekannten Tumors
durchzufithren. In Verdachtsfillen, bei denen der Tumor durch bildgebende Verfahren nicht
gefunden werden kann, ist es moglich, ergidnzend eine bronchoalveoldre Lavage mit
zytologischer Auswertung durchzufithren, um nach malignen Zellen zu suchen. Eine Biopsie
von suspekten Arealen kann durchgefiihrt werden, um eine histologisch gesicherte Diagnose zu
stellen. Im Rahmen der Stadieneinteilung wird mit der Bronchoskopie die endobronchiale
Ausdehnung von zentral gelegenen Tumoren bestimmt. Da bildgebende Verfahren eine
mediastinale Beteiligung nie sicher belegen oder ausschlieBen konnen, diese jedoch
entscheidenden FEinfluss auf die therapeutische Stragtegie hat, ist eine Diagnostik der
mediastinalen Lymphknoten unbedingt erforderlich [Detterbeck et al. 2007]. Die Evaluation der
Dignitét von vergroferten Lymphknoten im Mediastinum wird im Rahmen einer Bronchoskopie
durch den Einsatz einer endobronchialen ultraschallgestiitzen Feinnadelbiopsie (EBUS-FNA)
erreicht [Grondin und Liptay 2002].

1.3.2.3 Lymphknotenbiopsie

Eine Lymphadenopathie von zervikalen, supraklavikuldren oder Skalenuslymphknoten sollte bei
Tumorpatienten unbedingt histologisch untersucht werden, um einen N3-Status auszuschlieen.

Die Gewinnung von Material flir die histologische Untersuchung erfolgt durch eine
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Feinnadelaspiration (FNA) oder durch chirurgische Exzision des vergroBerten Lymphknotens

[Grondin und Liptay 2002].

1.3.2.4 Mediastinoskopie

Wenn eine Fernmetastasierung ausgeschlossen werden kann, ist die Klarung des Status der
lymphogenen Metastasierung der fiir die Prognose und das therapeutische Vorgehen néchste
entscheidende Schritt. Die Mediastinoskopie, bei der unter Allgemeinanésthesie die
mediastinalen Lymphknoten aufgesucht und fiir die histologische Untersuchung entfernt
werden, ist mit einer Sensitivitit zwischen 90 und 100 % ein sehr genaues Verfahren zur

Klarung einer lymphogenen Metastasierung im Mediastinum [Grondin und Liptay 2002].

1.3.2.5 Videoassistierte Thorakoskopie

Die videoassistierte Thorakoskopie ist ein Verfahren, bei dem eine starre Optik in die
Pleurahohle vorgeschoben wird, mit der die Inspektion der gesamten Pleurahdhle moglich ist.
Neben der Kameraoptik konnen iiber weitere kleine Inzisionen Instrumente in die Pleurahohle
vorgeschoben werden, mit denen vielfdltige diagnostische sowie therapeutische Interventionen
durchgefiihrt werden koénnen. Ahnlich wie durch eine Mediastinoskopie kann mit der
videoassistierten Thorakoskopie der Status der mediastinalen Lymphknoten beurteilt werden.
Uber die Moglichkeiten einer Mediastinoskopie hinaus konnen mit diesem Verfahren auch
Biopsien von paradsophagealen Lymphknoten und Lymphknoten des Ligamentum pulmonale
entnommen werden. Eine weitere Indikation fiir eine Thorakoskopie sind rezidivierende
Pleuraergiisse, die im Rahmen einer Thorakoskopie durch eine Pleurodese therapiert werden

konnen [Grondin und Liptay 2002].

1.4 Therapie

Die Therapie von NSCLC ist grundsitzlich individuell auf jeden Patienten abzustimmen, um
nicht nur die Uberlebenszeit, sondern auch die Lebensqualitit dauerhaft zu erhdhen. Eine
interdisziplindre Behandlung hilft dabei, die optimale Therapiestrategic zu finden und die
Compliance des Patienten zu erhohen [Spira und Ettinger 2004]. An der hiesigen
Universitétsklinik ist seit lingerer Zeit eine entsprechende Tumorkonferenz etabliert, in der
Thoraxchirurgen, Pulmologen, Onkologen, Radiologen und Strahlenmediziner die Patienten mit

Lungenkrebs individuell besprechen.
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1.4.1 Chirurgische Tumorresektion

Der Erfolg einer Tumorresektion ist bei Patienten in wenig fortgeschrittenen Stadien am
groBten. Tumoren in den Stadien I und II werden grundsitzlich als resektabel angesehen und
sollten nach der notwendigen Diagnostik schnell einer Operation in kurativer Intention
zugefiihrt werden [Bains 1991]. Auch einem Teil der Patienten im Stadium IIIA kann eine
Operation angeboten werden, sofern eine Operabilitdt gewéahrleistet ist [Spira und Ettinger
2004].

Grundprinzip der chirurgischen Therapie ist die Kombination von vollstindiger Resektion des
tumortragenden Lungenlappens entlang anatomischer Grenzen und der radikalen Entfernung
aller Lymphknoten im entsprechenden Lymphabflussgebiet. Das chirurgische Verfahren wird fiir

jeden Patienten individuell nach Lokalisation und Progress des Tumors gewahlt [Bains 1991].

1.4.1.1 Keilexzision

Eine Keilexzision ist ein Verfahren, bei dem der Chirurg, unabhingig von anatomischen
Grenzen, den Tumor durch Exzision mit einem Sicherheitsabstand von ca. 2 cm entfernt. Bei
kleinen T1-Tumoren kann dieses Verfahren in Ausnahmefillen Anwendung finden. Aufgrund
von langfristig besseren Ergebnissen auch bei kleinen Tumoren ist die Lobektomie jedoch das

Verfahren der Wahl [Ginsberg und Rubinstein 1995].

1.4.1.2 Segmentektomie

Bei der Segmentektomie wird ein Lungensegment entlang der anatomischen Grenzen entfernt.
Der Vorteil dieser Methode liegt darin, bei kleinen Tumoren weniger gesundes Lungengewebe
entfernen zu miissen als bei einer Lobektomie [Ginsberg und Rubinstein 1995]. Eine Bedeutung
hat die Segmentektomie in der Therapie von Patienten mit stark eingeschrénkter

Lungenfunktion, die eine Lobektomie nicht tolerieren [Port et al. 2002].

1.4.1.3 Lobektomie

Die Lobektomie ist das Verfahren der Wahl fiir peripher lokalisierte Tumoren, die auf einen
Lungenlappen begrenzt sind [Ginsberg und Rubinstein 1995]. Da bereits bei 38 % der T1-
Tumoren mit einer Grofle von 2-3 cm Lymphknotenmetastasen vorhanden sind, sollte immer
eine systematische Lymphknotendissektion erfolgen, bei der mediastinale Lymphknoten

eingeschlossen werden [Ishida et al. 1990].
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1.4.1.4 Bilobektomie

Als Bilobektomie wird eine Resektion bezeichnet, bei der zwei der drei rechtsseitigen
Lungenlappen entfernt werden. Dabei handelt es sich um die zusdtzliche Entfernung des
Mittellappens mit dem Oberlappen (obere Bilobektomie) oder dem Unterlappen (untere
Bilobektomie). Indiziert ist dieser Eingriff, wenn der Tumor auf beide Lungenlappen

ausgedehnt ist [Van Schil 2001].

1.4.1.5 Pneumonektomie

Tumoren, die zentral lokalisiert sind und sich bis auf den Hauptbronchus ausdehnen, kénnen
durch eine Lobektomie nicht vollstindig reseziert werden. Um sie trotzdem entfernen zu
konnen, wird eine Pneumonektomie durchgefiihrt und die gesamte Lunge eines Hemithorax
entfernt. Da die Pneumonektomie mit einer erh6hten Mortalitit einhergeht, versucht man sie
nach Moglichkeit zu vermeiden [Van Schil 2001]. In ausgewdéhlten Fillen ist die Technik der
sogenannten Manschetten-Resektion eine Alternative. Hierbei werden nach Resektion der
erkrankten Bronchialabschnitte der Bronchialbaum und die entsprechenden Gefille

reanastomosiert [Suen et al. 1999].

1.4.1.6 Erweiterte Operationsverfahren

Uber die Resektion des tumortragenden Lungenabschnittes hinaus wird die Operation
ausgedehnt, wenn benachbarte Strukturen durch den Tumor per continuitatem befallen sind.
Strukturen, in die der Primértumor direkt einwachsen kann, sind z.B. Perikard, Zwerchfell und
Brustwand. Therapeutisch wird in diesen Fillen versucht, das Tumorareal ,,en bloc* (in einem

Stiick) zu entfernen [Van Schil 2001].

1.4.1.7 Videoassistierte Thoraxchirurgie (VATS)

Neben den offen chriurgischen Verfahren, die seit Jahrzehnten etabliert sind, wird seit etwa
10 Jahren die alternative Tumorresektion durch videoassistierte endoskopische Verfahren
durchgefiihrt. Der Stellenwert dieser minimal-invasiven Operationstechnik ist jedoch noch nicht

abschlieBend geklart [ Yan et al. 2009].
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1.4.2 Chemotherapie

Verschiedene Griinde kénnen dazu fiihren, dass eine Operation nicht durchgefiihrt werden kann.
Schwere Begleiterkrankungen, Multimorbiditét, ein weit fortgeschrittenes Tumorleiden oder
eine technisch unmogliche Resektion sind héufige Beispiele. Diese Patienten kdnnen von einer
Chemotherapie profitieren, die mit einer signifikant hoheren Uberlebensrate assoziiert ist
[NSCLC Meta-Analyses Collaborative Group 2008]. Patienten mit nicht resektablen Tumoren
im Stadium III sollten ergéinzend zu einer Chemotherapie eine definitive Bestrahlung erhalten.
Patienten mit Tumoren im Stadium IV sollten eine auf ihren Allgemeinzustand abgestimmte
palliative Chemotherapie zur Symptomkontrolle erhalten [Pfister et al. 2004].

Eine weitere Indikation fiir die Anwendung von Chemotherapie ist die adjuvante
Nachbehandlung von operativ therapierten Patienten. Ein signifikanter Uberlebensvorteil durch
diese Therapie konnte jedoch nur in den Stadien IIA, IIB und IITA festgestellt werden [Pisters
et al. 2007]. Patienten in diesen Stadien wird eine cis-Platin-basierte Chemotherapie empfohlen
[Bordoni 2008].

Behandlungskonzepte mit préoperativer (neoadjuvant) Chemotherapie konnten in der Therapie
von NSCLC noch keine weitreichende Bedeutung erlangen. Eine neoadjuvante Behandlung
kann jedoch erwogen werden, um bei technisch inoperablen Patienten durch Verkleinerung des

Tumors eine Resektion zu ermdglichen [Bordoni 2008].

1.4.3 Strahlentherapie

Eine Strahlentherapie in kurativer Intention sollte bei Patienten im Stadium III durchgefiihrt
werden, bei denen keine Operation erfolgt. Sie wird in Kombination mit einer platinbasierten
Chemotherapie durchgefiihrt [Pfister et al. 2004].

Bei Patienten im Stadium N2 fiihrt eine neoadjuvante Bestrahlung zu besserer Resektabilitét,
allerdings ist noch kein Uberlebensvorteil fiir diese Therapiestrategie nachgewiesen [Bordoni
2008].

Adjuvante Strahlentherapie hat keine lebensverlingernde Wirkung auf Patienten in den Stadien
IB, IIA und IIB, allerdings konnten Uberlebensvorteile fiir Patienten im Stadium IIIA
festgestellt werden. In dieser Patientengruppe mit positivem N2-Status scheint die
Strahlentherapie durch lokale Kontrolle der mediastinalen Metastasierung vorteilhaft zu sein

[Pisters et al. 2007].
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1.4.4 Neue Therapieoptionen

1.4.4.1 Inhibitoren der EGFR-Thyrosinkinase

Eine neue Therapiestrategie gegen Lungenkrebs wurde mit dem Einsatz der
Thyrosinkinaseinhibitoren Erlotinib und Gefitinib erfolgreich etabliert [Mok et al. 2009]. Der
Effekt dieser Therapie wird durch das Eingreifen in die Signalkaskade des EGFR (,,Epidermal
growth factor receptor) ausgelost. In 16,6 % aller Lungentumoren liegt eine Mutation im
EGFR-Gen vor. Besonders hohe Mutationsraten konnten im Tumorgenom von Frauen (69,7 %),
Nichtrauchern (66,6 %) und Patienten mit Adenokarzinomen (80,9 %) gefunden werden. Die
Mutation bewirkt auch in Abwesenheit des Liganden eine Dauerstimulation der betroffenen
Zelle durch den Rezeptor und fiihrt damit zum Progress der Tumorerkrankung [Rosell et al.
2009]. Die Therapie mit Gefitinib fithrt hauptsichlich in der Gruppe der Tumoren mit EGFR-
Mutation zu einer besseren Prognose, so dass vor dem Einsatz des Thyrosinkinaseinhibitors eine
Testung des Mutationsstatus empfohlen wird [Stinchcombe und Socinski 2009]. Auch die Gabe
von Erlotinib verlingert das Uberleben von Patienten mit fortgeschrittenem Tumorleiden

signifikant und reduziert die Krankheitssymptome [Shepherd et al. 2005; Cappuzzo et al. 2010].

1.4.4.2 Antikorper gegen EGFR

Anders als die Thyrosinkinaseinhibitoren greift der Antikorper Cetuximab direkt am EGFR an.
In einem Kollektiv von Patienten mit EGFR-exprimierenden Tumoren in fortgeschrittenen
Stadien konnte eine signifikante Verlingerung der Uberlebenszeit erreicht werden, wenn zu

einer Chemotherapie zusétzlich Cetuximab gegeben wurde [Pirker et al. 2009].

1.4.4.3 Antikorper gegen VEGF

Die Féhigkeit zur Neoangiogenese ist ein wichtiger Schritt in der Tumorigenese. Nur wenn der
Tumor ausreichend durch Gefdlle versorgt wird, konnen die maligne entarteten Zellen
iiberleben. Da der Wachstumsfaktor VEGF (,,Vascular endothelial growth factor) eine
entscheidende Rolle in der Neoangiogenese spielt, ist er ein geeignetes Ziel fiir einen
therapeutischen Ansatz. Bevacizumab ist ein Antikorper gegen VEGF, der in Kombination mit
einer Chemotherapie, den Progress von Tumoren in fortgeschrittenen Stadien verlangsamen und

das Uberleben der Patienten signifikant verlingern kann [Sandler et al. 2006].
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1.4.4.4 Vandetanib, ein Inhibitor von VEGFR und EGFR

Vandetanib ist ein Inhibitor der Rezeptoren von VEGF, EGF und dariiber hinaus von RET
(,,Rearranged During Transfection), einem wichtigen Wachstumsfaktor fiir viele Tumorarten.
Das Medikament kann oral appliziert werden und verlangsamt den Tumorprogress. Die
Uberlebensrate kann gegeniiber einer Standardtherapie jedoch nicht signifikant verlingert

werden [Herbst et al. 2010].

1.5 Genetische Verinderungen beim Bronchialkarzinom

Lungenkrebs ist das Ergebnis von langfristig kumulierten DNS-Schéden, hiufig verursacht
durch chronische Exposition gegeniiber kanzerogenen Substanzen. Die DNS-Schidden
manifestieren sich als Mutationen in einzelnen Genen, entkoppeln in ihrer gemeinsamen
Wirkung die Zelle von ihren Kontrollsystemen und ermdglichen Uberlebensvorteile oder
Wachstum.

Substanzen, die eine erhohte Mutationsrate in Zellen bewirken, werden als kanzerogen
bezeichnet. Beim Bronchialkarzinom sind es vor allem die mutagenen Verbindungen im
Zigarettenrauch, die in der Lunge zu DNS-Schiden fithren. Diese Schiden kénnen sich im
Genom etablieren und an Tochterzellen vererbt werden [Phillips 2002]. Dadurch ist es moglich,
dass Areale entstehen, in denen alle Zellen von einer mutierten Stammzelle ausgehen und
identische Gendefekte enthalten. Diesen Vorgang bezeichnet man als Feldkanzerisierung, da die
mutierten Zellen preneoplastische Lasionen darstellen, in denen eine maligne Entartung durch
konsekutive Mutationen erleichtert ist [Braakhuis et al. 2003]. Kritische Verédnderungen auf
zelluldrer Ebene sind unter anderem der Verlust von Tumorsuppressorgenen und die Aktivierung
von Protoonkogenen zu Onkogenen, wodurch Apoptose verhindert wird, Wachstum und
Proliferation ungehemmt gesteigert werden und Invasivitit ermdglicht wird.

Weitere Tumoreigenschaften, die neben genetischen und durch epigenetische Verdnderungen
bedingt sein konnen, sind die Aktivierung der Telomerase, eine gesteigerte Neoangiogenese und
die Fahigkeit zur Metastasierung [Breuer et al. 2005].

Die Aufschliisselung der Entstehung von Lungenkrebs auf genetischer Ebene und die Isolierung
der einzelnen Gene ist inzwischen deutlich fortgeschritten. Viele Tumorsuppressorgene und
Onkogene konnten identifiziert und ihre Wirkungsweise gekldrt werden. Die Anzahl der
beteiligten Gene und die Komplexitit der Mutationsmuster in Lungentumoren sind jedoch grof3

und nicht ausreichend erforscht. Ziel ist es, in Zukunft durch Laboruntersuchungen alle
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beteiligten Gene eines Tumors zu analysieren und aus dem individuellen Mutationsmuster die

Therapie und die Prognose abzuleiten [Santos et al. 2009].

1.5.1 Bekannte Tumorsuppressorgene

Tumorsuppressorgene haben Funktionen, die den Eigenschaften eines Tumors entgegenwirken.
Beispielsweise wirken sie an Kontrollpunkten des Zellzyklus einer ungehemmten Proliferation
entgegen, konnen Apoptose auslosen, wenn die DNS beschédigt ist, und antagonistisch die
Wirkung von Wachstumssignalen einschrinken. Um ein Tumorsuppressorgen zu inaktivieren,
miissen beide Allele des Gens betroffen sein. Haufig funktioniert das iiber eine Deletion des
einen Allels und {iber eine Mutation oder epigenetische Inaktivierung des anderen Allels [Osada
und Takahashi 2002].

Inaktivierende Mutationen im p53-Gen gehdren zu den hiufig auftretenden Verdnderungen bei
allen Tumoren. P53 ist auf der Chromosomenbande 17pl3 Ilokalisiert und wirkt als
Transkriptionsfaktor fiir Gene des Zellzyklus. Es verhindert unkontrollierte Proliferation,
ermoglicht eine Unterbrechung des Zellzyklus in der G1-Phase iiber eine Steigerung der
Expression von p21, induziert DNA-Reparatur-Gene und kann bei schwer beschddigtem Genom
durch die Aktivierung von proapoptotischen Genen den programmierten Zelltod auslosen
[Stiewe 2007].

Der Ubergang von der Gl- zur S-Phase des Zellzyklus wird durch ein Kontrollsystem
iiberwacht, an dem pl16, die Cyclin abhingigen Kinasen (CDK) 4 und 6, Cyclin D und das
Retinoblastomprotein (RB) entscheidend beteiligt sind. Im hypophosphorylierten Zustand
bindet Rb den Transkriptionsfaktor E2F (,,E2 promoter binding factor*) und unterbindet so das
Fortschreiten in die S-Phase [Sherr 1996]. Das RB-Gen ist auf 13q14 lokalisiert und wirkt als
Tumorsuppressorgen. Verluste des Gens konnten in einem Teil der nicht kleinzelligen
Bronchialkarzinome gefunden werden [Tamura et al. 1997]. Im physiologischen Zellzyklus
kann der Komplex aus Cyclin D1 mit CDK4 und 6 das Rb-Protein hyperphosphorylieren und
damit E2F freisetzen. Eine Kontrollfunktion in diesem Prozess hat das auf 9p21 lokalisierte
Tumorsuppressorgen pl6, das ein Inhibitor der CDK4 und 6 ist. Eine Inaktivierung von p/6 ist
haufig in NSCLC zu finden und kann durch unterschiedliche Mechanismen erfolgen [Gazzeri
et al. 1998; Belinsky et al. 1998].

Weitere Tumorsuppressorgene konnten auf dem besonders hiufig verdnderten Chromosom 3
gefunden werden. Das erkldrt auch, warum der Grofiteil der Bronchialkarzinome einen Verlust

der Heterozygotie auf dem Chromosomenarm 3p zeigt [Kok et al. 1987].

34



1. Einleitung

Das Fragile Histidin Trias-Gen (FHIT) liegt auf 3p14.2 und ist in NSCLC hiufig von einem
Allelverlust betroffen [Sozzi et al. 1996]. Das Fhit-Protein wird in allen Epithelien exprimiert
und hat enzymatische Eigenschaften. Die wichtigere Funktion von Fhit scheint jedoch in der
Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Kontakte zu liegen, da bei Inaktivierung die Polaritét der Zelle
verloren geht und der Tumor invasive Eigenschaften erhélt [Joannes et al. 2010].

RASSF1A4 (Ras-Assoziationsdominen-Familie-1A-Gen) ist ein weiteres Tumorsuppressorgen
auf 3p21.3, das in ungeféhr 50 % der NSCLC durch hypermethylierte Promotorregion und in
geringerer Zahl auch durch Deletionen oder Mutationen inaktiviert ist. Es kann den Zellzyklus
anhalten und proapoptotische Signale abgeben. AuBBerdem erhdht sich durch die RASSFI1A-
Wirkung die Stabilitit des Genoms und die Stabilitit der Mikrotubuli [Dammann et al. 2005].
Das Tumorsuppressorgen FUS! kann seine proapoptotische Wirkung iiber die Freisetzung von
Cytochrom ¢ und iiber eine Inhibition von MDM?2 erreichen. AuBerdem wirkt FUSI
inhibitorisch auf die Funktion von EGFR, PDGFR (,,Platelet derived growth factor receptor*),
ABLI1 (,,Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1), SCFR (,,Stem cell growth
factor receptor) sowie Proteinkinase B (PKB) und verringert dadurch die Uberlebenszeit und
die Proliferationsrate von Tumorzellen. In ersten Therapieversuchen konnte gezeigt werden,
dass durch eine Transfektion von Lungenkrebszellen mit FUSI die Proliferationsrate sinkt,
Apoptose induziert und das Ansprechen der Tumorzellen auf Bestrahlung und Chemotherapie
mit cis-Platin gesteigert wird [Ji und Roth 2008].

Das RAR-f-Gen (Retinsdurerezeptor-f§), das auf Chromosom 3p24 lokalisiert ist, kodiert fiir
RAR-B, einen kernstdndigen Rezeptor, der durch Vitamin-A-Derivate aktiviert wird und nach
Dimerisierung als Transkriptionsfaktor wirkt [Leid et al. 1992]. Die Wirkung von RAR-f} als
Tumorsuppressorgen konnte in Zelllinien und transgenen Méusen nachgewiesen werden
[Toulouse et al. 2000; Berard et al. 1996]. Die Expression von RAR-f ist in etwa der Halfte
aller NSCLC reduziert. In diesen Tumoren geht die Fahigkeit von RAR-B verloren, iiber eine
Hemmung der Cyclooxigenase-2 (COX-2) das Wachstum und die Proliferation von Zellen zu
regulieren [Xu 2007].

Semaphorine bilden eine Familie von membranassoziierten und sekretierten Proteinen, die im
Zusammenspiel mit ihren Zielproteinen Plexin und Neuropilin wichtig fiir Nervenwachstum
und GefiaBentwicklung sind [Geretti et al. 2008]. Besonders fiir die auf 3p21.3 lokalisierten
SEMA3B und SEMA3F konnte gezeigt werden, dass sie in Bronchialkarzinomen als
Tumorsuppressorgene fungieren [Gaur et al. 2009]. SEMA3B wirkt vor allem iiber eine
Hemmung der Proliferation von Tumorzellen und kann Apoptose auslosen. Dieser Effekt wird

von VEGF antagonisiert, so dass die Entwicklung von Tumoren in vorgeschédigten Zellen, mit
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Deletionen auf 3p oder hochregulierter Expression von VEGF, bevorzugt ablaufen kann
[Castro-Rivera et al. 2004]. Inaktivitit von SEMA3F in NSCLC ist haufig durch
Hypermethylierung der Promotorregion bedingt. In Tumorzellen mit niedriger SEMA3F-
Expression wurde eine Hochregulation seiner Zielproteine, den Rezeptoren Neuropilin 1 und 2
(NRP1 und NRP2), beobachtet. Die Expression von SEMA3F ist aulerdem invers mit der
Expression von VEGF assoziiert, da auch VEGF an die Rezeptoren NRPI1 und 2 bindet
[Lantuéjoul et al. 2003]. Die Beteiligung von SEMA3B und SEMA3F an der Kanzerogenese von
Lungenkrebs ist gesichert und die Hoffnung besteht, in Zukunft eine Therapie zu entwickeln,
die an diesem Mechanismus ansetzt. Die Kenntnisse iiber die genaue Wirkungsweise der beiden
Tumorsuppressorgene sind jedoch bis heute unvollstindig und bediirfen weiterer Kldrung
[Potiron et al. 2009].

TSLCI (,,Tumor suppressor in lung cancer 1%) ist ein auf Chromosom 11g23.2 lokalisiertes
Tumorsuppressorgen, das in NSCLC-Zelllinien das Tumorwachstum unterdriicken kann
[Fukami et al. 2003]. Niedrige Expressionsraten in Lungentumoren sind bedingt durch den
Verlust eines Allels (LOH), ein durch Mutation verdndertes Gen oder, wie in der Mehrzahl der
Félle, durch eine hypermethylierte Promotorregion [Kuramochi et al. 2001]. Das Gen kodiert
fiir ein membranstindiges Glykoprotein der Immunglobulin-Superfamilie und ist an der Zell-
Zell-Adhésion beteiligt [Masuda et al. 2002]. In einem kleinen Kollektiv konnte bereits die
Bedeutung von TSLCI als prognostischer Marker in Adenokarzinomen nachgewiesen werden
[Uchino et al. 2003].

Das Tumorsuppressorgen PTEN (,,phosphate and tensin homolog detected on chromosome
ten*), das auch unter dem Namen MMACI (,,mutated in multiple advanced cancers*) bekannt
ist, liegt auf der Bande 10q23.3 und kodiert fiir ein zytoplasmatisches Protein mit enzymatischer
Aktivitdt [Li Jing et al. 1997]. Das Protein dephosphoryliert die PI3K (Phosphatidylinositol-3-
Kinase) und senkt so die Konzentration des Botenstoffes PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphat). PIP3 fiihrt zu einer Aktivierung der PKB, die auf den Zellzyklus einwirkt und im
aktiviertem Zustand iiber verschiedene Signalwege das Uberleben der Zelle begiinstigt. Wenn
also die Funktion von PTEN eingeschrinkt ist und die PI3K ungehindert PIP3 produziert, hat
die Zelle einen Uberlebensvorteil, der eine maligne Transformation begiinstigt [Stambolic et al.
1998]. Niedrige Expressionsraten von PTEN in Bronchialkarzinomen werden zum einen durch
Genmutationen, zum anderen durch Promotorhypermethylierung verursacht [Forgacs et al.
1998; Soria et al. 2002]. Die grole Komplexitit, mit der PTEN weitere Signalkaskaden der

Zelle beeinflusst, ist noch nicht ausreichend geklart. Auch die Frage, ob dieser Mechanismus
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einen Angriffspunkt fiir ein therapeutisches Vorgehen bietet, ist noch unbeantwortet [Steelman

et al. 2004].

1.5.2 Bekannte Protoonkogene

Die Genprodukte von Protoonkogenen sind physiologisch in der Zelle vorkommende Proteine,
die hiufig an der Ubertragung von Wachstumssignalen beteiligt sind. Wird die Aktivitit eines
solchen Gens durch Mutation, Amplifikation oder Translokation erhoht, entstehen fehlerhafte
Signale und die betroffene Zelle kann unkontrolliert wachsen oder proliferieren [Breuer et al.
2005].

Eines der wichtigsten Protoonkogene in Bronchialkarzinomen ist das KRAS-Gen (,,Kirsten rat
sarcoma viral oncogen homologue®) auf der Chromosomenbande 12p12 [Li Jie et al. 2003;
Riely et al. 2009]. Das Genprodukt von KRAS ist das Ras-Protein (,,Rat sarcoma-protein‘), ein
G-Protein, das Bestandteil der Signalkaskade des EGFR ist. Es vermittelt Wachstumssignale des
EGFR iiber eine Aktivierung von verschiedenen Proteinen, die als Transkriptionsfaktoren
wirken und Wachstum ermoglichen. Wenn das KRAS-Gen durch eine Mutation dauerhaft
aktiviert ist, stimuliert es die Zelle iiberméBig stark mit Wachstumssignalen und kann
Proliferation, Uberleben und Metastasierung verursachen [Roberts et al. 2010]. Patienten, die
einen Tumor mit Mutation im KRAS-Gen haben oder bei denen das KRAS-Genprodukt
tiberexprimiert wird, haben eine schlechtere Prognose als Patienten ohne diese pathologischen
Verdnderungen [Mascaux et al. 2005]. Eine weitere prognostische Aussage haben Mutationen
im KRAS-Gen auf den Erfolg einer Anti-EGFR-Therapie. Tumoren, in denen die Mutation
detektiert wurde, sprechen nicht auf eine Anti-EGFR-Therapie an und sollten auf andere Weise
therapiert werden, da durch ein mutiertes KRAS-Gen das Ras-Protein aktiviert ist, unabhingig
vom Aktivititszustand des EGFR am Anfang der Signalkaskade [Vakiani und Solit 2011].

Das EGFR-Gen ist ein weiteres Protoonkogen, das auf 7p12 lokalisiert ist [Wang et al. 1993].
Der EGFR bindet extrazellulire Wachstumsfaktoren und leitet das Wachstumssignal iiber seine
Thyrosinkinase-Doméne an intrazelluldre Signalkaskaden weiter. Zielproteine des EGFR sind
beispielsweise die PI3K, PLC-y (Phospholipase C-y) und das Ras-Protein. In ihrer Gesamtheit
wird durch die Aktivierung der Zielproteine des EGFR Wachstum und Proliferation ausgeldst
und das Uberleben der Zelle gesichert. Eine Mutation in der Thyrosinkinase-Domine, die zu
einer dauerhaften Aktivierung der Zielproteine und damit zu {ibermafig starkem Wachstum und
Proliferation fiihrt, ist ein hdufiges Ereignis in Bronchialkarzinomen und fordert das

Fortschreiten der Erkrankung [Roberts et al. 2010]. Die Moglichkeit, den mutierten EGFR
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durch eine gezielte Therapie zu blockieren und damit dem pathologischen Wachstumssignal
entgegenzuwirken, wurde bereits im Abschnitt 1.4.4 erldutert.

Die Amplifikation und Uberexpression des Protoonkogens MYC (,Myelocytomatosis
oncogene™) ist ein haufiges Ereignis in malignen Lungentumoren. Es kodiert fiir C-Myc
(,,Cellular Myelocytomatosis protein), einen Transkriptionsfaktor mit einer bHLHz-Doméne
(,,Basic-helix-loop-helix zipper*), der mit Max (,,Myc associated factor X*) dimerisiert und die
Transkription von Genen stimuliert, die Zellen zu Wachstum, Differenzierung und Apoptose
befdhigen [Varella-Garcia 2009]. Die Amplifikation von MYC konnte zukiinftig als
prognostischer Marker eingesetzt werden, da Patienten ohne die Verdnderung eine signifikant

lingere Uberlebenszeit haben [Brennan et al. 1991].

1.5.3 Weitere an der Tumorigenese beteiligte Gene

Telomere am Ende eines jeden Chromosoms sind eine natiirliche Begrenzung der Anzahl an
Mitosen, die eine Zelle in ihrem Leben durchlaufen kann. Bei jeder Replikation des Genoms
gibt es einen DNS-Verlust am Ende des Telomers, da die DNS-Polymerase nicht endstidndig mit
der Replikation beginnen kann. Um durch diesen Verlust an DNS einen Verlust an relevantem
Genmaterial zu verhindern, ist die Telomerregion an den Chromosomenenden mit einer
repetitiven Nukleotidsequenz geschiitzt [Blackburn 1991]. Um die ungehemmte DNS-
Replikation in Tumoren zu ermdglichen, gibt es in einem GrofBiteil von Tumorzellen eine
Aktivierung der Telomerase. Dieses Enzym wird in gesunden Zellen, mit Ausnahme von
Stammzellen, nicht exprimiert. Es kann die durch héiufige Replikation verkiirzten Telomere
durch Anbau neuer Nukleotidsequenzen wieder verldngern und der Tumorzelle Proliferation
ohne den Verlust von DNS ermdglichen [Hiyama et al. 1995].

Inzwischen sind mehrere Komponenten der menschlichen Telomerase bekannt, die eine
prognostische Bedeutung fiir NSCLC haben. Das ATERT-Gen (humane-Telomerase-Reverse-
Transkriptase) auf der Chromosomenbande 5p15.33 ist in ca. 75 % der Lungentumoren
nachweisbar und mit einer schlechten Prognose assoziiert [Hara et al. 2001; Bryce et al. 2000].
Die ATR (humane-Telomerase-RNS-Komponente) liegt auf der Bande 3q26.3 und kodiert fiir
einen RNS-Strang (Ribonukleinsiure), der zusammen mit der ATERT die Telomerase bildet
[Soder et al. 1997]. Auch fiir die ATR konnte eine Beteiligung an der Tumorigenese
nachgewiesen werden. Immortalisierte Zelllinien verlieren die Fahigkeit, sich uneingeschrénkt
zu vervielfachen, wenn die ATR durch eine Antisense-RNS ausgeschaltet wird [Feng et al.

1995]. Erste klinische Studien mit dem Ziel, die Expression der Telomerase in Tumorzellen als
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Ansatz fiir ein therapeutisches Vorgehen zu nutzen, sind bereits angelaufen. Sie werden zeigen,
ob sich eine solche Therapie in naher Zukunft etablieren kann [Fernandez-Garcia et al. 2008].
Um Apoptose zu verhindern, die in gesunden Zellen z.B. bei DNA-Schédden eingeleitet wird,
benutzen Krebszellen weitere Mechanismen, um ihr Fortbestehen zu sichern. Das BCL2-Gen
(,,B-cell-lymphoma*) auf 18q21 ist ein Protoonkogen, dessen Genprodukt (Bcl-2)
antiapoptotische Signale vermittelt [Ohno et al. 1987]. Das BAX-Gen (,,Bcl-2 associated
protein x) auf Chromosom 19 (19q13.3-q13.4) kodiert fiir ein Protein (Bax) mit
proapoptotischen Eigenschaften. Bcl-2 und Bax bilden zusammen inaktive Heterodimere. Liegt
eines der beiden Proteine in groBerer Menge vor, kann es homodimerisieren und Apoptose
einleiten (Bax) oder verhindern (Bcl-2) [Apte et al. 1995]. Es konnte gezeigt werden, dass in ca.
35 % aller NSCLC das Bcl-2-Protein iiberexprimiert wird. Patienten mit einem Bcl-2-positiven
Tumor zeigen ein lingeres Uberleben als solche mit Bcl-2-negativen Tumoren. Bcl-2 kénnte
daher in Zukunft als prognostischer Marker eingesetzt werden [Martin et al. 2003]. In ersten
Therapieversuchen konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass durch gezieltes Ausschalten von
Bcl-2 in Tumorzellen Apoptose induziert wird und Resistenzen gegen Chemotherapeutika
iberwunden werden konnen. In klinischen Studien wird derzeit versucht, mit neu entwickelten
Medikamenten aus diesem vielversprechenden Ansatz eine Therapie zu entwickeln [Patel et al.
2009].

Ein weiteres Protein, das in Krebszellen Apoptose unterdriicken kann, ist Survivin, dessen Gen
auf 1725 lokalisiert ist [Ambrosini et al. 1997]. Die Konzentration von Survivin ist in fast allen
Bronchialkarzinomen gegeniiber normalem Lungengewebe erhoht [Falleni et al. 2003]. Neben
den antiapoptotischen Effekten bewirkt Survivin ein verlidngertes Uberleben von Tumorzellen
auch lber eine gesteigerte Neoangiogenese [Blanc-Brude et al. 2003]. Da Survivin in einem
Grofiteil von Tumorzellen exprimiert wird, in gesunden Zellen jedoch nicht, eignet es sich
besonders gut fiir einen therapeutischen Ansatz. Es konnte bereits gezeigt werden, dass es
moglich ist, Survivin zu hemmen und damit Apoptose auszuldsen. Der therapeutische Erfolg
dieser Therapie wird aktuell in klinischen Studien iiberpriift [Carrasco et al. 2011].

Das Cyclooxigenase-2-Gen ist auf der Chromosomenbande 1q25.2 lokalisiert und kodiert fiir
das Enzym COX-2, das Arachidonsiure enzymatisch in Prostaglandine umwandeln kann
[Knosel et al. 2004]. Eine Uberexpression der COX-2 wurde sowohl in NSCLC als auch in
einer Reihe weiterer Tumoren gefunden [Sanchez-Alcazar et al. 2003]. Es konnte gezeigt
werden, dass eine Uberexpression von COX-2 in frithen Stadien von Adenokarzinomen mit
einer schlechten Prognose assoziiert ist [Achiwa et al. 1999]. Die Bedeutung von COX-2 in der

Tumorigenese ist besonders interessant, nachdem gezeigt werden konnte, dass Nitrosamine im
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Tabakrauch die Uberexpression von COX-2 stimulieren und Cyclooxigenasen fiir die
Aktivierung von Nitrosaminen in der Lunge verantwortlich sind [El-Bayoumy et al. 1999]. Die
hiufige Uberexpression und der einfache Mechanismus, iiber den die COX-2 gehemmt werden
kann, erwecken die Hoffnung mit dieser Strategie Therapieerfolge zu erzielen. Celecoxib ist ein
Inhibitor der COX-2, der im Rahmen von klinischen Studien bereits erprobt wird [Pal et al.
2010].

Um auch die Zellen von groBeren Tumoren ausreichend mit Sauerstoff zu versorgen,
produzieren Tumorzellen Wachstumsfaktoren, die das Ausbilden neuer Gefille bewirken. Der
Umfang der Neoangiogenese ist ein prognostischer Faktor, der nach einer Tumorresektion
ermittelt werden kann [Fontanini et al. 1997]. VEGF ist eine Wachstumsfaktor, der in fiinf
verschiedenen splice-Varianten aus einem Gen produziert wird und dessen Zielproteine
VEGFR-1 und VEGFR-2 zu den Rezeptor-Tyrosinkinasen gehoren [Neufeld et al. 1999]. In ca.
80 % aller NSCLC ist VEGF iiberdurchschnittlich stark exprimiert und mit einer schlechten
Prognose assoziiert [Lantuéjoul et al. 2003; Volm et al. 1997]. Der Einsatz von Antikorpern
gegen VEGF und VEGFR wurde erfolgreich getestet und wird nun auch auflerhalb klinischer
Studien in der Therapie von metastasierten Adenokarzinomen eingesetzt (sieche Abschnitt 1.4.4)

[Stinchcombe und Socinski 2009].

1.6 Komparative genomische Hybridisierung

Die komparative genomische Hybridisierung (CGH) wurde 1992 als eine Methode zur
Detektion und Lokalisation von quantitativen Verdnderungen der DNS-Sequenz in einem
Tumorgenom beschrieben [Kallioniemi A et al. 1992]. Zu den detektierbaren Aberrationen
gehodren unbalancierte Chromosomenmutationen wie Verluste, Zugewinne und Amplifikationen,
wenn sie eine bestimmte Lénge iiberschreiten. Diese Aberrationen miissen einen Abschnitt mit
einer Grofe von drei bis fiinf Megabasenpaaren betreffen, damit sie von der CGH erkannt
werden. Punktmutationen und DNS-Verénderungen auf Genebene bleiben unerkannt, genauso
wie Inversionen (Drehung eines DNS-Abschnitts an unverdnderter Position) oder
Translokationen (Verlagerung eines DNS-Abschnittes im Genom) als balancierte
Chromosomenmutationen [Kallioniemi OP et al. 1994]. Eine weitere Limitierung ist die
Heterogenitdt der untersuchten Gewebeprobe. Stammen die Zellen der Probe von
unterschiedlichen Zellklonen ab und liegen in ihnen ungleiche Aberrationen vor, kann es sein,
dass nicht alle Aberrationen fehlerfrei erkannt werden. Auch ist es mdglich, dass gesunde Zellen

des korpereigenen Immunsystems den Tumor infiltrieren und die extrahierte Tumor-DNS durch
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ihr unverdndertes Genom verdiinnen. Andererseits wird das Ergebnis der CGH nicht von
spontanen Mutationen in einzelnen Zellen verindert, sondern reprisentiert die chromosomalen
Verdanderungen, die im Grofiteil der Zellklone vorliegen. Das bedeutet, dass das Ergebnis der
CGH die durchschnittlichen Verdnderungen in allen Zellen der Gewebeprobe wiedergibt
[Du Manoir et al. 1993]. Idealerweise beinhaltet eine zu untersuchende Gewebeprobe also nur
Zellen, die von einem einzelnen Zellklon eines Tumors ausgehen und deshalb identische
Aberrationen enthalten.

Im ersten Schritt der Untersuchung wird die DNS aus den Zellen der Gewebeprobe isoliert und
aufgereinigt. Im néchsten Schritt wird die gewonnene Test-DNS durch Nicktranslation mit
Biotin markiert [Langer et al. 1981]. Aus dem Gewebe einer gesunden Person wird ebenfalls
DNS isoliert und mit Digoxigenin markiert, um sie als Referenz-DNS einzusetzen [Rigby et al.
1977].

Die markierten DNS-Fragmente werden denaturiert und mit Cot-1-DNS versetzt, die sich an
hochrepetitive Sequenzen in der DNS setzt, um unspezifische Signale zu unterdriicken
[Landegent et al. 1987]. Test- und Referenz-DNS werden zur Hybridisierung in gleicher Menge
auf denaturierte Metaphasechromosomen gegeben und binden an ihre spezifischen homologen
DNS-Sequenzen. Die Verteilung der verschieden markierten DNS-Fragmente auf die
Metaphasechromosomen  wird  durch  die  antikorpervermittelte =~ Bindung  von
Fluoreszenzfarbstoffen an die Markermolekiile sichtbar. Fluorescein Avidin farbt die durch
Biotin markierte Test-DNS griin. Anti-Digoxigenin-Rhodamin bindet an die durch Digoxigenin
markierte Referenz-DNS und leuchtet rot. Der dritte Fluoreszenzfarbstoff DAPI leuchtet blau
und féarbt die Metaphasechromosomen unselektiv an.

Unter dem Fluoreszenzmikroskop kann man das Ergebnis der CGH sehen, per CCD-Kamera
fotografieren und mit der entsprechenden Software auswerten. Zu sehen ist der
Chromosomensatz, angefédrbt in einem Mischton aus Rot und Griin. Areale mit chromosomalen
Aberrationen fallen durch intensive Rot- oder Griinfarbung auf (siche Abbildung 2).

Rot weist auf einen DNS-Verlust in der untersuchten Probe hin, da verhéltnisméfig mehr rot
markierte Referenz-DNS vorhanden ist, die zu diesem Bereich homolog ist. Korrelat eines
solchen Bereiches konnen eine Deletion, ein Verlust eines Chromosomenarmes, eine
Monosomie oder der Totalverlust eines Chromosoms sein. In einem griin gefarbten Areal hat
iiberproportional viel Tumor-DNS gebunden, was darauf hinweist, dass mehr homologe DNS-
Sequenzen im Tumorgenom vorhanden waren, als in dem diploiden nicht mutierten Genom der

Referenz-DNS. Mogliche Erkldrungen sind eine Duplikation oder eine Amplifikation des
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entsprechenden Bereiches genauso wie eine Polyploidie in den Zellen der Gewebeprobe

[Kallioniemi A et al. 1992].

Tumor-DNS Referenz-DNS | Angefarbte
Metaphase-
chromosomen

Keine Aberration im
Tumorgenom:

DNS-Verlust im
Tumorgenom:

DNS-Zugewinn im
Tumorgenom:

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Effekte von Aberrationen in der
Tumor-DNS auf die Fdrbung der Metaphasechromosomen.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

In der Zeit von 1999 bis 2006 war in der Abteilung fiir Thorax-, Herz- und Geféalchirurgie ein
Patientenkollektiv aus allen an Lungenkrebs operierten Patienten aufgebaut worden. Das
intraoperativ entfernte Tumorgewebe der Patienten war fixiert und archiviert worden. Fiir die
Speicherung der Patientendaten war eine relationale Datenbank angelegt worden.

Ziel dieser retrospektiven Studie war es, das Genom von Adeno- und Plattenepithelkarzinomen
mit der CGH auf chromosomale Imbalancen zu untersuchen und die Ergebnisse miteinander zu
vergleichen. Ein Schwerpunkt war die Suche nach Unterschieden im Aberrationsmuster von
Kurz- und Langzeitiiberlebenden.

Um diese Untersuchung zu ermdglichen, wurde im Rahmen eines ,,Follow-up“

(Nachbeobachtung) der postoperative Verlauf jedes einzelnen Patienten des vorhandenen
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Kollektivs ermittelt und in der Datenbank gespeichert. Die Uberlebenszeit der Patienten des

Gesamtkollektivs wurde getrennt nach Tumorentitéten in einer Kaplan-Meier-Kurve dargestellt.

Die Untersuchung aller Tumoren mit der CGH war wegen des hohen finanziellen und zeitlichen

Aufwands nicht moglich. Mit dem Ziel einer stirkeren Kontrastierung wurde die genetische

Untersuchung auf Kurz- und Langzeitiiberlebende fokussiert (siche Abschnitt 2.1.1).

Hintergrund dieser Selektionskriterien war die Uberlegung, dass die Tumoren von Patienten mit

unterschiedlichen postoperativen Verldufen Unterschiede hinsichtlich ihrer Eigenschaften wie

Wachstumsgeschwindigkeit, Invasivitdt und Aggressivitit aufweisen. Sind diese Eigenschaften

des Tumors genetisch determiniert, konnten ihnen durch den Vergleich der CGH-Ergebnisse

aberrierte Abschnitte im Genom zugeordnet werden, die auf beteiligte Gene schlielen lassen.

Wegen der stark divergierenden klinischen Verldufe konnten im Vergleich von Kurz- und

Langzeitiiberlebenden verantwortliche Abschnitte im Genom besonders deutlich auffallen.

Die statistische Auswertung der CGH-Ergebnisse erfolgte mit dem Ziel der Klarung folgender

Fragestellungen:

o Wie unterscheidet sich das Genom von Kurz- und Langzeitiiberlebenden?

o Gibt es Unterschiede im Genom von Adeno- und Plattenepithelkarzinomen?

e Sind einzelne Aberrationen mit kurzem oder langem Uberleben assoziiert?

o AuBerdem war es das Ziel dieser Studie, durch die Darstellung der Aberrationen in
onkogenetischen Bédumen zu kléren, ob neben einzelnen Aberrationen auch Cluster von
genetischen Verdnderungen auffindbar sind, die ihre Wirkung durch das Zusammenspiel

beteiligter Gene entfalten.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

2.1.1 Zusammensetzung des Kollektivs

In der Abteilung fiir Thorax-, Herz- und GefdBchirurgie der Universititsmedizin Gottingen

(Direktor: Prof. Dr. med. Dipl.-Phys. F. A. Schondube) waren im Zeitraum von 1999 bis 2006

340 an Lungenkrebs erkrankte Patienten in kurativer Intention operiert worden (siche

Abbildung 3). Aus dieser Gruppe wurden Patienten fiir die Studie ausgewahlt.

Um eine gute Vergleichbarkeit zu gewdhrleisten, wurden nur Patienten aufgenommen, deren

Tumoren histologisch als Adeno- oder Plattenepithelkarzinome klassifiziert werden konnten.

237 der 340 Lungenkrebspatienten erfiillten diese Kriterien und bildeten das Gesamtkollektiv

der Studie.

Unter der Annahme, dass der Krankheitsverlauf eines Patienten durch die genetischen

Eigenschaften seines Tumors bestimmt wird, wurden zum einen Patienten mit kurzer

Uberlebenszeit und zum anderen Patienten mit langer Uberlebenszeit ausgewihlt.

Fiir Kurz- und Langzeitiiberlebende wurden im Vorfeld folgende Kriterien aufgestellt:

e Als Kurzzeitiiberlebende wurde die Gruppe definiert, deren Uberlebenszeit unter dem 25.
Perzentil der Patienten des jeweiligen UICC-Stadiums lag und deren Todesursache das
Tumorleiden war. Damit wurden Patienten ausgeschlossen, die innerhalb von 90 Tagen an
den Folgen der Operation (perioperativ) verstorben waren.

e Als Langzeitiiberlebende wurden Patienten mit einer Uberlebenszeit oberhalb des 75.
Perzentils eines UICC-Stadiums definiert unabhingig davon, ob sie verstorben waren oder

nicht.

Weil die Arbeit im Labor begonnen wurde, bevor das Follow-up abgeschlossen war, fluktuierten
die Grenzen der Perzentilen fiir die Uberlebenszeit. Nach abgeschlossener Nachsorge lag
deshalb auch eine Gruppe von Patienten, deren Tumoren mit der CGH untersucht wurde,
zwischen dem 25. und 75. Perzentil. Diese Patienten bildeten ein Mittelfeld, das nicht in den
Vergleich zwischen Kurz- und Langzeitiiberlebenden einbezogen wurde. In alle anderen

statistischen Auswertungen wurden die Ergebnisse dieser Gruppe jedoch einbezogen.
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Operiert: 340 Patienten

» Ausschluss aller

» Tumorentitadten aul3er
Plattenepithel- und
Adenokarzinomen

Gesamtkollektiv: 237 Patienten

« perioperativ verstorben
p ¢ Kriterien flr Kurz- oder
Langzeituberlebende
nicht erfullt

CGH-Kollektiv 80 Falle

L

Abbildung 3: Kriterien fiir die Zusammensetzung von Gesamtkollektiv und CGH-Kollektiv.

2.1.2 Follow-up

Die prd-, intra- und postoperativ erhobenen Daten waren in eine relationale Datenbank
eingetragen worden (Microsoft Access 2003).

Zu den préoperativ erhobenen Daten gehdrten neben Geschlecht, Alter und Allgemeinzustand
(Karnofsky-Index) auch alle Ergebnisse der ,,Staging“-Untersuchungen und das klinisch
ermittelte TNM-Stadium.

Die intraoperativen Daten umfassten neben dem Operateur und der angewendeten
Operationstechnik auch Angaben {iber entnommene Lymphknoten und intraoperativ
beobachtete Besonderheiten.

Postoperative Daten umfassten den Zustand des Patienten, eventuell durchgefiihrte
Bluttransfusionen sowie die Dauer der Uberwachung auf der Intensivstation unmittelbar nach
der Operation. AuBBerdem wurde das pathologisch ermittelte TNM-Stadium, Informationen iiber
eventuelle Revisionseingriffe und Daten vom stationidren Aufenthalt bis zur Entlassung des

Patienten aus dem Krankenhaus gespeichert.
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Erginzt wurden die vorhandenen Daten durch die Ergebnisse der Nachsorgeuntersuchungen, die
im Rahmen dieser Studie ermittelt wurden.

Um vollstindige Informationen iiber den postoperativen Verlauf der Patienten zu bekommen,
wurde ein Fragebogen mit der Bitte um Informationen entworfen und an die Hausirzte der
Patienten verschickt. Neben den Hausdrzten wurden auch die weiterbehandelnden Fachérzte
nach aktuellen Untersuchungsergebnissen der Patienten befragt. Abgeschlossen wurde die
Datenerhebung, wenn Informationen iiber den Zustand der Patienten 5 Jahre nach der Operation
vorlagen, oder der Patient verstorben war. War es nicht moglich, durch die weiterbehandelnden
Arzte an die bendtigten Information zu gelangen, wurde telefonisch Kontakt zu den Patienten
aufgenommen. Die Daten von Patienten, bei denen keiner der beiden Endpunkte erreicht wurde,
gingen als zensierte Daten in die Uberlebenskurve ein. Patienten, bei denen es nicht moglich
war, Informationen iiber Nachsorgeuntersuchungen und die Entwicklung der Erkrankung zu
erhalten, wurden von der Studie ausgeschlossen.

Fiir die Durchfithrung der Studie und den Umgang mit sensiblen Patientendaten wurde ein

positives Votum der hiesigen Ethikkommision eingeholt.

2.2 Labormaterialien

Die Tabellen 8 - 17 enthalten eine Auflistung {iber alle Materialien, Reagenzien und Gerite, die
fiir die Laborarbeit benétigt wurden. Die Menge und Konzentration der Reagenzien, die
Einsatzweise der Gerdte und ihre Einstellungen werden, soweit sie von den Herstellern

offengelegt sind, im Kapitel 2.3 niher erldutert.

Produkt Hersteller Firmensitz
6X Loading Dye Solution Fermentas St. Leon-Rot
Actinomycin-D-Mannitol Sigma-Aldrich Hamburg
Agarose — LE Biozym Hessisch Oldendorf
Albumin Fraktion V Merck Darmstadt
Aqua ad iniectabilia Delta Select Dreieich
Aqua bidestillata Universitdatsmedizin Géttingen [ Gottingen
Borsdure Merck Darmstadt
DAPI Sigma-Aldrich Hamburg
Dextransulfat Merck Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphat | Merck Darmstadt
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DNS-Puffer Fermentas St. Leon-Rot
EDTA Serva Electrophoresis Heidelberg
Ethanol 100 % Sigma-Aldrich Hamburg
Ethanol 70 % Sigma-Aldrich Hamburg
Ethanol 85 % Sigma-Aldrich Hamburg
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Steinheim
Formamid Sigma-Aldrich Hamburg
Natriumdihydrogenphosphat | Merck Darmstadt
Natriumacetat Merck Darmstadt
Natriumchlorid Merck Darmstadt
Polysorbat 20 Sigma-Aldrich Hamburg
Resin Bio-Rad Miinchen
Salzsdure 1 M Merck Darmstadt
Salzséure 37 % Merck Darmstadt
Salzséure 5 M Merck Darmstadt
Tri-Natriumcitratdihydrat Merck Darmstadt
Tris Merck Darmstadt
Tris-HCI Merck Darmstadt
Vectashield Mounting Vector Laboratories Burlingame, USA
Medium

Xylol Carl Roth Karlsruhe

Tabelle 8: Zusammenstellung der Chemikalien und Biochemikalien.

Produkt Hersteller Firmensitz

Anregungsfilter DAPI Genetix New Milton, Grof3britannien
Anregungsfilter FITC Genetix New Milton, GroBbritannien
Anregungsfilter Genetix New Milton, Grof3britannien
TRITC/TxRed

BioPhotometer Eppendorf Hamburg

Brutschrank Memmert Schwabach

CCD-Kamera Photometrics SENSYS Miinchen
Elektrophoresekammer Serva Electrophoresis Heidelberg

BlueMarine 100

Feinwaage BL 1500S Sartorius Gottingen
Hybridisierungskammer Vysis Downers Grove, USA
HYBrite
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Magnetrithrer MR 3001 Heidolph Instruments Schwabach
Mikroskop Axioskop 40 FL.  [Carl Zeiss Jena

Mikrotom HM 400 Microm Volketswil, Schweiz
Objektiv Plan-Neofluar Carl Zeiss Jena

10x/0,30

Objektiv Plan-Neofluar Carl Zeiss Jena

63x/1,25 Oil

PH-Meter CG820 Schott Geréte Mainz

Pipetten Eppendorf Hamburg
Polaroid-Kamera MP4+ ICS  |Polaroid Dreieich-Sprendlingen
Power Mac G3 Apple Cupertino, USA
Power Mac G5 Apple Cupertino, USA
Thermomixer comfort Eppendorf Hamburg
UV-Transluminator FLX 20.M | Vilber Lourmat Eberhardzell
Vortex-Genie 2 Scientific Industries Bohemia, USA
Zentrifuge Centrifuge 5417R | Eppendorf Hamburg
Zentrifuge Concentrator 5301 [Eppendorf Hamburg
Tabelle 9: Zusammenstellung der benutzten Laborgeriite.

Produkt Hersteller Firmensitz
Deckgléser Menzel-Gléser Braunschweig
Fixogum Marabu Tamm

Kiivetten Eppendorf Hamburg
Objekttrager Menzel-Glaser Braunschweig
Pipettenspitzen Sarstedt Niimbrecht
Reagiergefilie 1,5 ml Sarstedt Niimbrecht
Tabelle 10: Liste der Verbrauchsmaterialien.

Produkt | Hersteller | Firmensitz
QiAmp DNA Mini Kit | Qiagen | Hilden

Tabelle 11: Das verwendete DNS-Isolierungssystem.
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Produkt Hersteller Firmensitz
Lambda-DNA/EcoRI Marker |Fermentas St. Leon-Rot
pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Fermentas St. Leon-Rot
Marker

Tabelle 12: Die benutzten molekularen Standards.

Produkt Hersteller Firmensitz
Biotin-16-dUTP Roche Penzberg

COT-1 Human DNA Roche Penzberg
Digoxigenin-11-dUTP Roche Penzberg
Sequencing Grade dNTP Set | Amersham Biosciences Piscataway, USA

Tabelle 13: Liste der Nukleotide und DNS-Prdparate.

Produkt

Hersteller

Firmensitz

Anti-Digoxigenin-Rhodamin

Roche

Penzberg

Fluorescein Avidin DCS

Vector Laboratories

Tabelle 14: Fluoreszenzfarbstoffkonjugate.

Burlingame, USA

Produkt Hersteller Firmensitz
DNA-Polymerase 1, E.coli Fermentas St. Leon-Rot
DNAse | Roche Mannheim
Pepsin Sigma-Aldrich Hamburg
Proteinase K Roche Mannheim
Tabelle 15: Liste der verwendeten Enzyme.

Produkt | Hersteller | Firmensitz
CGH Metaphase Target Slides |Abbott Molecular |Wiesbaden

Tabelle 16: Metaphasenprdiparate.
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Produkt Hersteller Firmensitz
CCD-Kamera Metasystems GmbH Altlussheim
ISIS FISH Imaging System Metasystems GmbH Altlussheim
Version 5.1.16

Metafer4 Version 3.2.2 Metasystems GmbH Altlussheim

Tabelle 17: Hard- und Software fiir die Auswertung.

2.3 Labormethoden

2.3.1 Fixierung

Das intraoperativ entfernte
Formaldehydlosung fixiert und in das Labor der Pathologie iiberfithrt worden. Dort war eine
makroskopische Beurteilung des Gewebes durchgefiihrt und das Resektat fraktioniert in
Paraffinblocke eingebettet worden. Die histomorphologische Beurteilung des Tumors erfolgte

nach dem Anfertigen von HE-Schnitten aus den Paraffinbldcken durch den Pathologen.

Tumorgewebe war in 4-prozentiger

2.3.2 Isolierung der Tumor-DNS

e Gewinnung von Tumorgewebe:

phosphatgepufferter

Nach Sichtung der HE-Schnitte unter dem Lichtmikroskop wurde der Schnitt mit der
hochsten Dichte an Tumorzellen (> 75 % Tumorzellen) und der geringsten Infiltration von
Zellen anderen Ursprungs ausgesucht. Der korrespondierende Paraffinblock wurde fiir die
CGH-Untersuchung vorbereitet. Dabei wurde in allen Féllen Tumormaterial vom
Primdrtumor verwendet. Mit Hilfe des Mikrotoms wurden 10 - 20 jeweils 10 - 15 um dicke

Schnitte vom Paraffinblock abgeschnitten und in ein Reaktionsgefa3 gegeben.

Reinigung des Gewebes:

Um die Tumorzellen von Paraffin und Formalin zu reinigen, wurde 1 ml Xylol in das
Reaktionsgefall gegeben und mit Hilfe des Vortex (Schiittelgerdt) durchgemischt. Nach 10-
miniitiger Inkubation wurde das Gemisch zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dieser
Reinigungsschritt wurde einmal wiederholt. Nun wurde 1 ml Ethanol (100 %)

hinzugegeben, die Probe gut durchgemischt und nach 10-miniitiger Inkubation und
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Zentrifugation der Uberstand aus FEthanol und den darin geldsten Paraffin- und
Formalinriickstdnden abpipettiert und verworfen. Auch dieser Reinigungsschritt wurde
einmal wiederholt. AnschlieBend wurde das gedffnete Gefdl3 bei ca. 60 °C fiir eine Stunde

im Brutschrank getrocknet, um das verbliebene Ethanol zu entfernen.

Zersetzung der Zellproteine:

Um die DNS aus den Zellen zu befreien, wurden 40 pl Proteinase K und 200 pul DNS-
Isolierungspuffer (siche Tabelle 18) hinzugefiigt und gut vermischt. Die Proteinase K
vermag die Zellkerne aufzuschliefen, zersetzt alle storenden Zellproteine und belésst die
DNS-Molekiile unverandert. Um eine ausreichende Wirkung zu erzielen, verblieb die Probe
bei 55 °C und 850 rpm iiber Nacht auf dem Thermomixer. Um die Reaktion zu beenden,
wurde das Enzym bei 95 °C iiber 8 min mit dem Thermomixer inaktiviert. Anschliefend
wurde das ReaktionsgefdB bei 13.500 rpm 10 min zentrifugiert und der Uberstand, in dem
sich die DNS befand, abpipettiert und weiterverarbeitet.

DNS-Isolierungspuffer 1000 ml
Tris-HC1 50 mmol/l 7,88 g
EDTA 1 mmol/l 0,37 ¢g
Polysorbat 20 0,5 % (v/v) 5ml

Tabelle 18: Zusammensetzung des DNS-Isolierungspuffers. Der Puffer lag als Fertigreagenz
dem QiAmp DNA Mini Kit von Qiagen bei.

o Aufreinigung der DNS:

Mit Hilfe des QiAmp DNA Mini Kits von Quiagen (siche Tabelle 19) wurde im néchsten
Schritt die DNS von verbliebener Restverschmutzung befreit. Dazu wurde 200 pl AL-Puffer
(Lysis Puffer) zur Probe pipettiert und fiir 10 min bei 70 °C und 1.400 rpm mit dem
Thermomixer durchgemischt. Nun wurden 240 pl Ethanol (100 %) zugegeben und die
Probe fiir 5 min inkubiert. Die entstandene Losung wurde auf einen siliziumhaltigen Filter
gegeben, der an einem im QiAmp DNA Mini Kit enthaltenen Gefal} befestigt wurde. Durch
Zentrifugation der gesamten Fliissigkeit fiir 2 min bei 10.000 rpm blieb die DNS im Filter
haften und ein Filtrat aus Alkohol und Puffer sammelte sich im Gefal. Das Gefal mit dem
Filtrat wurde verworfen und der Filter mit der gebundenen DNS auf ein neues Gefil3
gesteckt. 500 pl des Guanidiniumchlorid enthaltenden AW 1-Puffer (Waschpuffer 1) wurden

auf die Filtersdule gegeben und wieder fiir 2 min zentrifugiert. Diese Schritte wurden nach
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Zugabe von 500 ul AW2-Puffer (Waschpuffer 2) erneut durchgefiihrt. Im letzten Schritt, der
Eluierung, konnte die gereinigte DNS aus dem Filter gelost werden. Dazu wurde der Filter
wie in den vorrausgegangenen Schritten auf ein sauberes Sammelgefa3 gesteckt, 50 pl AE-
Puffer (Elutionspuffer) auf die Filtersdule pipettiert, 2 min gewartet, bis sich die DNS gelost
hatte, und erneut 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Diese Schritte wurden wiederholt, so
dass die DNS nach der 2. Zentrifugation in dem 100-pl-Filtrat im Sammelgefal3 gelost war.

Die erhaltene Tumor-DNS wurde bis zur Weiterverarbeitung bei 4 °C lichtgeschiitzt

gelagert.
AL-Puffer Lysis Puffer
Guanidiniumchlorid 25-50%
AW1-Puffer Waschpufter 1
Guanidiniumchlorid 50-100 %
AW2-Puffer Waschpuffer 2
AE-Puffer Elutionspuffer

Tabelle 19: Liste der Puffer aus dem Qidmp DNA Mini Kit von Qiagen. Uber die
Zusammensetzung der Puffer macht der Hersteller keine genaueren Angaben.

o Qualititskontrolle der DNS:

Die Konzentration und die Lange der DNS-Fragmente sind entscheidende Faktoren, die das
Ergebnis der CGH beeinflussen. Sie mussten bei allen Proben im Referenzbereich liegen.
Um die Liange der DNS-Fragmente zu bestimmen, wurde ein Anteil der DNS-Probe in
einem Agarosegel durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Im ersten Schritt wurde das
Agarosegel aus 0,75 g Agarose, 45 ml Aqua bidest. und 5 ml 10-fach konzentriertem TBE-
Puffer (siche Tabelle 20 und 21) angesetzt. Das Gemisch wurde unter stdndigem Riihren
erwdrmt, bis eine LoOsung entstanden war. Im Gelraum wurde unter besonderen
Vorsichtsmalinahmen 7,5 pl Ethidiumbromid in den Gelansatz gegeben. Ethidiumbromid
interkaliert in Nukleinsduren und verdndert so das Absorptionsspektrum der DNS-Molekiile.
Nach Anregung mit ultraviolettem Licht leuchten die markierten Molekiile proportional zu

Lange und Konzentration durch Fluoreszenz. Das angesetzte Gel wurde in die vorbereitete
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Elektrophoresekammer gegeben und verfestigte sich nach 20 min. Jeweils 5 pl einer Probe
wurden mit 3 pl Loading-Puffer (lag dem puc 19 Standard bei) versetzt und nach
Durchmischen in eine Geltasche pipettiert. Um die Linge der DNS-Fragmente abschétzen
zu konnen, wurde ein Lingenstandard aus 3 ul Loading-Puffer, 5 ul Ampuwa und 1,5 pl
Lambda-DNA/EcoR1 Marker in eine andere Geltasche gegeben. Der Lambda-DNA/EcoR1
Marker ist eine Fertigreagenz und enthdlt DNS-Fragmente der Langen 3530, 4878, 5643,
5804, 7421 sowie 21226 Basenpaare. Die Auftrennung der Molekiile erfolgte bei 80 V fiir
ca. 45 min. Dabei liefen die negativ geladenen DNS-Molekiile durch das angelegte
elektrische Feld in Richtung der positiv geladenen Kathode. Das Agarosegel wirkt hierbei
als Molekularsieb, in dem die Wanderungsgeschwindigkeit von gleichartigen Molekiilen
proportional ~mit  steigender GroBe  abnimmt. Des  Weiteren wird die
Wanderungsgeschwindigkeit vom pH-Wert des Loading-Puffers, der Stirke des elektrischen
Feldes und der Ladung der Teilchen beeinflusst. Das fertige Gel wurde unter UV-Licht
fotografiert und die Lénge der DNS-Fragmente konnte im Vergleich zu den Fragmenten
bekannter Linge bestimmt werden. Bei DNS aus Frischgewebe hatten die Fragmente eine
Lange von ungefdhr 20.000 Basenpaaren. DNS aus Gewebe, was in Paraffinblocke
eingebettet war, erreichte Fragmentlangen zwischen 500 und 5.000 Basenpaaren.

Die Konzentration der Tumor-DNS in der Probe wurde durch fotometrische Messung
ermittelt. Hierzu wurden 5 ul der DNS mit 95 ul Aqua ad iniectabilia gemischt. Die
Extinktion der verdiinnten Losung wurde im Fotometer bei 260 nm gemessen, nachdem der
Leerwert mit 100 pl Aqua ad iniectabilia bestimmt wurde. Bei standardisierter Schichtdicke
der Messkiivette und bekanntem Extinktionskoeffizienten konnte die Konzentration mit
dem Lambert-Beerschen Gesetz berechnet werden. Mit Hilfe der Konzentration konnte das
Volumen berechnet werden, was genau 3 ug der DNS enthielt. Mit einer weiteren
fotometrischen Messung bei 280 nm, dem Absorptionsmaximum von Proteinen, wurde die
Reinheit der DNS-Losung ermittelt. Der Quotient der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm

lag bei reiner DNS zwischen 1,8 und 1,9.

TBE-Puffer 1000 ml
TRIS 89 mmol/l 10,78 g
Borsédure 89 mmol/l 55¢g
EDTA 2 mmol/l 0,58 g

Tabelle 20: Zusammensetzung des TBE-Puffers.

53




2. Material und Methoden

Agarosegel 50 ml
Agarose 1,5 % (m/v) 0,75 g
10x TBE-Puffer 5ml

Aqua bidest. 45 ml
Ethidiumbromid 10 mg/ml 7,5 ul

Tabelle 21: Zusammensetzung des Agarosegels.

e Isolierung von Referenz-DNS:

Fiir die Durchfithrung der CGH wird neben der isolierten Tumor-DNS eine Referenz-DNS
ohne Mutationen bendtigt. Wegen der hohen Zelldichte und der entsprechend grof3en DNS-
Menge eignet sich gesundes Lebergewebe von Frauen und Ménnern. Von diesem Gewebe
wurde ein ca. 5 mm?® groBes Stiick zugeschnitten und zerkleinert. Das Gewebe wurde mit
360 pl ATL-Puffer (siche Tabelle 22) und 40 pl Proteinase K aus dem QiAmp DNA Mini
Kit versetzt und iiber Nacht bei 55 °C auf dem Thermomixer inkubiert. Die weiteren

Schritte erfolgten analog zur DNS-Isolierung aus Gewebe in Paraffinblocken.

ATL-Puffer
Edetinsédure 25-10%
Natriumlaurylsulfat 2,5-10%

Tabelle 22: Zusammensetzung des ATL-Puffers. Der Puffer lag als Fertigreagenz dem QiAmp

DNA Mini Kit bei.

2.3.3 Nicktranslation

Ziel der Nicktranslation ist es, Tumor- und Referenz-DNS jeweils mit einem spezifischen
Marker zu versehen, um sie spéter von einander unterscheiden zu kénnen.
In dieser Studie wurde ein indirektes Verfahren angewendet, bei dem die DNS mit Molekiilen

markiert wurde, die spiter mit Hilfe von fluoreszierenden Antikdrpern sichtbar gemacht werden

konnten.

Dazu wurden mit Hilfe des Enzyms DNase I ,,Nicks* (Liicken) in den DNS-Strang geschnitten

(siche Abbildung 4). Diese ,,Nicks“ entstanden an zufdlligen Stellen im Strang, an denen die

DNase I binden konnte [Rigby et al. 1977].
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Ein weiteres Enzym, die E. Coli-DNA-Polymerase, fand die entstandenen Liicken und entfernt
mit ihrer 5' — 3' -Exonukleaseaktivitat Nukleotide des ,,genickten® Stranges. Mit ihrer 5' — 3'
-Polymeraseaktivitit synthetisierte sie einen zum intakten Strang komplementiren neuen
Strang. Da vor dieser Reaktion jedoch mit Biotin oder Digoxigenin markierte Nukleotide im
Uberschuss ins ReaktionsgefiBl gegeben wurden, waren im neu synthetisierten Strang die
markierten Nukleotide eingebaut. Die Tumor-DNS wurde mit Biotin-16-dUTP Nukleotiden
markiert.

Um eine vorzeitige Aktivierung der beteiligten Enzyme zu verhindern, wurde auf Eis pipettiert.
Das berechnete Volumen, das 3 pg Proben-DNS enthélt, wurde abgemessen. Es wurden 10 pl
10x Reaktionspuffer (siche Tabelle 23), je 2 ul dATP, dGTP, dCTP (100 mmol/l), 1 ul dTTP, 1
pl DNase I, 2 ul DNA-Polymerase (10 U/ul) und 1 pl Biotin-16-dUTP zur abgemessenen DNS
gegeben und mit sterilem Wasser auf 100 pl aufgefiillt. Die Losung wurde durchgemischt,
zentrifugiert und bei 15 °C auf dem Thermomixer fiir 50 min inkubiert.

Fiir die Nicktranslation der Referenz-DNS wurde statt Biotin-16-dUTP 1 pl Digoxigenin-11-
dUTP verwendet und die Inkubationszeit auf 60 min erhdht. Die ldngere Inkubationszeit wurde
bendotigt, weil die aus Frischgewebe isolierte DNS hochmolekularer (ldngerkettig) ist als solche,
die in Paraffin fixiert war.

Nach der Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Abkiihlen auf -20 °C gestoppt.

Durch die Wirkung der DNase I enstanden neben den Liicken in den Einzelstringen auch
Briiche im Doppelstrang, so dass die Linge der DNS-Fragmente abnahm. Die Lange der DNS-
Fragmente nach der Nicktranslation wurde durch eine erneute Gelelektrophorese gemessen.
Allerdings wurde, um die Enzymaktivitdt zu stoppen, 3 pl Loading Puffer verwendet, der mit
EDTA versetzt war (siche Tabelle 24). Als Langenstandard fiir die Gelelektrophorese wurde
pucl9 DNA/Mspl Marker verwendet. Ein optimales Ergebnis konnte mit der CGH erzielt
werden, wenn die Fragmente eine Lange von 150 - 650 Basenpaare hatten.

Waren die Nickprodukte langer als 650 Basenpaare, wurde der Ansatz fiir 10 - 15 min bei 15 °C

nachinkubiert.

55



2. Material und Methoden

DNA-

Polymerase

" T
? @
®

Q Biotin
| Nukleotid

| Biotin-markiertes
) Nukleotid

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Nicktranslation. I.: Die isolierte DNS liegt als
Doppelstrang vor. Il.: Die DNase I schneidet Liicken in den DNS-Strang. IIl.: Die DNA-
Polymerase entfernt Nukleotide ausgehend von den entstandenen Liicken. IV.: Die DNA-
Polymerase synthetisiert einen neuen komplementdren Strang und baut die der Losung im
Uberschuss zugefiigten, markierten Nukleotide ein. V.: Ein mit Biotin markierter DNS-Strang

entsteht.

10x Reaktionspuffer

TRIS-HCI 500 mmol/l
Magnesiumchlorid 100 mmol/l
Dithiothreitol 10 mmol/I

Tabelle 23: Zusammensetzung des 10x Reaktionspuffers. Der Puffer lag der E.coli-DNA-

Polymerase von Fermentas bei.
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Loading-Puffer mit EDTA 110 pl
Loading Puffer 100 pl
- TRIS-HCI 10 mmol/l

- Bromophenol blue 0,03 %

- Xylene cyanol 0,03 %

- Glycerol 60 mmol/I

EDTA 0,5 mol/l 10 ul

Tabelle 24.: Zusammensetzung des Loading-Puffers versetzt mit EDTA. Der Loading-Puffer lag
dem puc 19 Standard von Fermentas bei.

2.3.4 Komparative genomische Hybridisierung (CGH)

Bei der CGH werden Tumor- und Referenz-DNS in gleicher Menge zusammengefiihrt und
denaturiert. Dem DNS-Gemisch wird Cot-1-DNS hinzugeben, welche sich an unspezifische
hochrepetitive Sequenzen (z.B.: Telomer und Zentromer) bindet. Dieser Vorgang wird als
»Preanealing® bezeichnet und gewéhrleistet, dass die spezifischen DNS-Sequenzen weiterhin
als Einzelstrange vorliegen und an ihre homologen Sequenzen auf den Metaphasechromosomen
hybridisieren [Landegent et al. 1987]. Die Stabilitdit des Hybriden, also des DNS-
Doppelstranges, wird durch Wasserstoftbriicken zwischen den Stickstoffbasen bestimmt. Die
Wasserstoffbriickenbindungen koénnen durch Kationen stabilisiert werden. Deionisiertes
Formamid destabilisiert Wasserstoffbriicken. Daher fiihrt seine Zugabe dazu, dass die DNS in

Form von Einzelstrangen vorliegt.

e Vorbereitung der Metaphasechromosomen:
Die Metaphasechromosomen wurden aus Lymphozyten hergestellt, die von gesunden
ménnlichen Spendern stammen und in der Metaphase in Zellarrest gegangen sind. Nur in
dieser Phase des Zellzyklus sind sie im Lichtmikroskop sichtbar. Fiir die Hybridisierung
mussten die Metaphasechromosomen gereinigt und denaturiert werden. Im ersten Schritt
erfolgte die Reinigung der Metaphasen mit einer Pepsinlosung (siehe Tabelle 25). Durch das
Enzym Pepsin wurden stérende Proteine des Kernplasmas sowie das Chromatingeriist
verdaut. Dafiir wurde der Objekttriager bei 37 °C in eine Glaskiivette mit der Pepsinldsung
fiinf Minuten inkubiert. Weitere fiinf Minuten spéter wurde der Objekttréger in eine 2x
SSC-Losung (,,Saline Sodium Citrat®; siehe Tabelle 26) gestellt und danach in einer
aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (5 min in 70 % Ethanol, 5 min in 80 % Ethanol und
5 min in 100 % Ethanol bei -20 °C). Im Anschluss wurde der Objekttriger fiir 30 min bei
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Raumtemperatur getrocknet. Die Denaturierung erfolgte fiir 5 min bei 69 °C in einer
Losung aus 5 ml 20x SSC (siehe Tabelle 27), 5 ml Natriumdihydrogenphosphat, 5 ml Aqua

bidest. sowie 35 ml deionisiertes Formamid (siche Tabelle 28) und wurde mit einer

aufsteigenden Alkoholreihe beendet.

Pepsinlosung 720 Wl
Pepsin 20 mg/ml 20 ul
HCI 1 mol/l 700 wl
Tabelle 25: Zusammensetzung der Pepsinlosung.

2x SSC-Losung 1000 ml
20x SSC-Losung 100 ml
Aqua bidest. 900 ml

Tabelle 26: 2x SSC-Lésung wird durch Verdiinnung der 20x SSC-Lésung hergestellt. Die
Losung wurde mit HCI (37 %) auf pH7 eingestellt.

20x SSC-Losung 1000 ml
Tri-Natriumcitratdihydrat 0,35 mol/l 88,29 ¢
Natriumchlorid 3 mol/l 1755 ¢g

Tabelle 27: Zusammensetzung der 20x SSC-Losung. Die Losung wurde mit HCI (37 %) auf pH7
eingestellt.

Denaturierungslosung 50 ml
20x SSC-Losung 5ml
Natriumdihydrogenphosphat 0,5 mol/l 5 ml
Aqua bidest. 5ml
Deionisiertes Formamid 35 ml

Tabelle 28: Zusammensetzung der Denaturierungslosung. Die Losung wurde mit 5 M HCI auf
pH7 eingestellt.

o Vorbereitung des DNS-Pellets:

Um die in der Nicktranslation entstandenen Losungen fiir die Hybridisierung zu benutzen,
mussten die zugefiigten Enzyme mit EDTA inaktiviert werden. Dazu wurde zu jeder DNS-

Losung 5 ul EDTA pipettiert und die Losungen mit dem Thermomixer auf 37 °C erwérmt.
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Zu 67 pl der vorbereiteten Tumor-DNS wurden nun 67 pl einer gegengeschlechtlichen
Referenz-DNS gegeben. Durch die unterschiedliche Verteilung der Gonosomen in der DNS-
Mischung zeigt sich spéter durch unterschiedliche Fiarbung, ob die Methode wie gewiinscht
funktioniert hat. Der Losung wurden des Weiteren 80 pl Cot-1-DNS, 12 pl Natriumacetat
und 580 pl Ethanol (100 %) beigemengt. Die Proben wurden fiir 30 min bei -80 °C
tiefgefroren, was eine Féllung der DNS zur Folge hatte. Um die DNS von der Losung zu
trennen, wurde das Gemisch bei 4 °C und 14.000 rpm fiir 30 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und fiir einen weiteren Waschschritt wurde 800 pl Ethanol (70
%) mit dem verbliebenen DNS-Riickstand bei 45 °C auf dem Thermomixer vermischt. Das
Gemisch wurde erneut zentrifugiert und der Uberstand mit den ausgewaschenen Salzen und
der Restverschmutzung entfernt. Das entstandene DNS-Pellet wurde fiir 30 min unter dem
Abzug getrocknet und danach in 6 ul deionisiertem Formamid bei 37 °C und 1.400 rpm auf

dem Thermomixer gelost.

Hybridisierung:

Der vorbereiteten DNS-Probe wurde nun 7 pl Mastermix (siehe Tabelle 29) zugegeben.
Diese Losung enthédlt 30 % Dextransulfat, ein Polyanion, das Wasser binden kann und so
eine hohere DNS-Konzentration ermoglicht. Dadurch wird eine Beschleunigung der
Hybridisierung erreicht [Wetmur 1975]. Auf dem Thermomixer wurde die Probe bei 78 °C
flir 6 min denaturiert und danach 30 min bei 37 °C vorhybridisiert. Nach 30 sek
Zentrifugation erfolgte der entscheidende Hybridisierungsschritt. 13 ul der markierten,
denaturierten DNS-Losung wurden auf einen Objekttriger mit den denaturierten
Metaphasechromosomen pipettiert (siche Abbildung 5). Das Objekttragerfeld wurde mit
einem Deckgldschen und Fixogum verschlossen und fiir 3 Tage in einer feuchten Kammer

bei 37 °C inkubiert.

Mastermix

Dextransulfat

30 %

2x SSC

Tabelle 29: Zusammensetzung des Mastermix.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Hybridisierung. I.: Die Losung enthdlt denaturierte
Tumor- und Referenz-DNS in gleicher Menge. I1.: Beim Auftragen auf den Objekttriger mit den
denaturierten  Metaphasechromosomen  hybridisieren die DNS-Fragmente mit den
komplementdren Sequenzen der Metaphasechromosomen.

o Detektion:

Nachdem im letzten Schritt die markierte DNS an die homologe Metaphasen-DNS
gebunden hat, wurde in diesem Schritt die unterschiedlich markierte DNS sichtbar gemacht.
Dazu wurden mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte Antikorper gegen die Markermolekiile
eingesetzt (siche Abbildung 6). Ein Antikdrper, an den der griin leuchtende
Fluoreszenzfarbstoff (Fluorescein Avidin DCS) gebunden war, erkannte das Markermolekiil
Biotin als spezifisches Zielprotein und markierte die Tumor-DNS auf diese Weise griin. Das
Markermolekiil Digoxigenin, das in die Referenz-DNS eingebaut wurde, konnte durch Anti-
Digoxigenin-Rhodamin, einen Antikdrper mit rot leuchtendem Fluoreszenzfarbstoff,
sichtbar gemacht werden.

Um nach der dreitdgigen Inkubation die Objekttrager fiir die Auswertung vorzubereiten,
wurden verschiedene Waschlosungen eingesetzt (siehe Tabelle 30). Die Deckgléschen
wurden von den Objekttrigern abgenommen und das Fixogum nach 2-miniitigem
Einweichen in Waschlosung B entfernt. Nun wurden die Objekttrager drei mal fiir jeweils

fiinf Minuten in einem Schiittelbad gewaschen. Dafiir wurden drei Kiivetten mit der
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Waschlosung A auf 42 °C erwdrmt und die Objekttrager hineingestellt. Es folgte ein
dreimaliges Waschen fiir je fiinf Minuten in 42 °C warmer Waschlosung B. Um eine
unspezifische Bindung der Antikdrper zu verhindern, wurden 300 pl der Blockingldsung
(siche Tabelle 31) auf einen Objekttrager pipettiert, mit einem Deckgldschen eingedeckt und
30 min bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nachfolgend wurde das
Deckglidschen entfernt und wie schon zuvor drei mal in Waschlosung C gewaschen.

Die Detektionslosung (siehe Tabelle 32) wurde nach dem Ansetzen fiir 10 min bei 37 °C
und 1.000 rpm auf dem Thermomixer geldst und danach 3 min bei 8.000 rpm zentrifugiert.
Die lichtempfindlichen Antikdrper wurden dabei ausschlieBlich im Dunkeln aufbewahrt.
300 pl der Detektionslosung wurden auf jeden Objekttriger gegeben und erneut mit einem
Deckgldschen versehen. Nach einer 60-miniitigen Inkubation bei 37 °C in der feuchten
Kammer war der Detektionsvorgang abgeschlossen. Ungebundene Antikérper wurden durch
dreimaliges Waschen der Objekttriager in Waschlosung C entfernt.

Um neben den speziell markierten Bereichen die gesamte DNS homogen anzufarben, wurde
eine Losung aus 1 pl 4,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), 50 pl Actinomycin und 1 ml
Vectorshield angesetzt. DAPI lagert sich in Adenin- und Thymin-reichen Regionen der DNS
an, fluoresziert bei Anregung blau und dient der Sichtung aller Metaphasechromosomen im
Mikroskop [Schnedl et al. 1977].

20 wl der DAPI-Losung wurden auf jeden Objekttrager gegeben und mit einem
Deckglaschen verschlossen. Das fertige Prdparat wurde im Préparatekasten bei 4 °C
lichtgeschiitzt gelagert. Um die volle Farbintensitdt der Fluoreszenzfarbstoffe zu
gewihrleisten, wurden die Objekttriager innerhalb von zwei Wochen durch das Mikroskop

fotografiert.
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) Biotin fk Digoxigenin
Antikérper gegen Biotin 3k Antikorper gegen Digoxigenin
mit gebundenem mit gebundenem
Fluoreszenzfarbstoff Fluoreszenzfarbstoff

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Detektionsvorgangs. I.: Die markierten DNS-
Fragmente haben vollstindig an die Metaphasechromosomen gebunden. II.: Antikérper mit
dem gebundenen Fluoreszenzfarbstoff Fluorescin Avidin binden an die Biotinmolekiile.
Antikérper mit  dem  gebundenen  Fluoreszenzfarbstoff ~Rhodamin binden an
Digoxigeninmolekiile.

Waschlosung A 1000 ml
Formamid 50 % (v/v) 500 ml
20x SSC 10 % (v/v) 100 ml
Aqua bidest. 400 ml
Waschlosung B 1000 ml
20x SSC 10 % (v/v) 100 ml
Aqua bidest. 900 ml
Waschlosung C 1000 ml
20x SSC 20 % (v/v) 200 ml
Aqua bidest. 799 ml
Tween 20 0,1% 1 ml

Tabelle 30: Zusammensetzung der Waschlosungen A, B und C. Der pH-Wert der Liosungen
wurde mit 5 M HCI auf 7 eingestellt.
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Blockinglosung 3%
BSA 300 mg
Waschlosung C 10 ml

Tabelle 31: Zusammensetzung der Blockinglosung.

Detektionslosung 1%

Blockinglosung 3% 1 ml
Waschlosung C 2 ml
Anti-Digoxigenin-Rhodamin 45 ul
Fluorescein Avidin DCS 15w

Tabelle 32: Zusammensetzung der Detektionslosung.

2.3.5 Auswertung der CGH

Finf Tage wurden benétigt, um die Tumor- und Referenz-DNS zu isolieren, mit
Markermolekiilen zu versetzen, sie auf die Metaphasechromosomen zu hybridisieren und durch
antikdrpergebundene Fluoreszenzfarbstoffe anzufarben. Das Ergebnis konnte nun durch das
Mikroskop gesichtet werden. Die Metaphasen wurden fotografiert, die digitalen Fotos am
Computer bearbeitet und die bearbeiteten Fotos ausgewertet. Nach der Bearbeitung wurde fiir
jeden Patienten ein Ideogramm erzeugt (eine Abbildung des Chromosomensatzes mit einer
iberlagerten Linie, welche die Anfiarbung der Chromosomen darstellt), welches ein vorldufiges
Ergebnis zeigte. Das entgiiltige Ergebnis wurde manuell nach Interpretation des Ideogramms
erstellt, da die Auswertungssoftware charakteristische interchromosomale Unterschiede,

eindeutige Trends oder Messungenauigkeiten nur unzureichend bewerten konnte.

e Fotografie der Metaphasen:
Fiir die Fotodokumentation der Objekttrager wurde das Axioskop 40FL der Firma Zeiss
verwendet (Auflicht- bzw. Durchlichtmikroskop mit Auflicht-Fluoreszenz-Einrichtung). Die
Objekttriger wurden mit dem Ubersichtsobjektiv (10-fache VergroBerung) meanderformig
nach Metaphasen durchsucht. Jede Metaphase wurde mit dem Olimmersionsobjektiv (63-
fache VergroBerung) auf Auswertbarkeit hin iiberpriift. Solche Metaphasen, bei denen ein
unvollstdndiger Chromosomensatz vorlag oder zu viele Chromosomen iiberkreuzt waren,
konnten nicht fiir die Auswertung verwendet werden. Es wurden maximal sechs nicht

vorhandene oder nicht auswertbare Chromosomen pro Metaphase toleriert. Auflerdem
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mussten die Chromosomen eine kriftige DAPI-Farbung mit dem charakteristischen
Bandenmuster aufweisen und durften weder zu grofl noch zu klein sein. Mit der Auflicht-
Fluoreszenz-Einrichtung konnten die verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe mit ihrer
individuellen Wellenldnge angeregt werden (DAPI: 330 - 370 nm; FITC: 505 nm;
Rhodamin: 580 - 590 nm). Das Mikroskop verfiigt iiber drei Lichtfilter, durch die das
emittierte Licht der drei Farbstoffe in ihrem Wellenldngenbereich (DAPI: 450 - 460 nm
(blau); FITC: 535 nm (griin); Rhodamin: 615 - 639 nm (rot)) sichtbar wurde. Der DAPI-
Filter wurde benutzt, um manuell nach passenden Metaphasen zu suchen. Um ein Foto mit
allen Farben zu erhalten, wurden drei Fotos mit den verschiedenen Lichtfiltern gemacht und
mit Hilfe der Software ein Dreifarbenbild berechnet. Von jedem angeférbten Objekttrager
wurden 20 Metaphasen fotografiert.

Fotobearbeitung:

Aus jeder fotografierten Metaphase wurde mit Hilfe der Bearbeitungssoftware (ISIS FISH
Imaging System von Metasystems) ein Karyogramm erstellt. Dazu wurde zuerst die
Qualitdt des Fotos automatisch verbessert (Einstellung von Kontrasten, Helligkeit und
Rauschunterdriickung). Der Bereich, in dem sich die Chromosomen befanden, wurde durch
das Setzen von Markierungen selektiert und der Hintergrund geldscht (siche Abbildung 7).
Mit der automatischen Schneidefunktion versuchte die Software, alle Objekte im markierten
Bereich einzeln zu erfassen. Artefakte, iiberkreuzte oder sehr nah aneinanderliegende
Chromosomen konnten durch die Software nicht fehlerfrei getrennt werden. Unzureichend
oder falsch getrennte Chromosomen wurden mit der manuellen Schneidefunktion separiert
(siche Abbildung 8) und nicht verwertbare Objekte geloscht. Die verbliebenen
Chromosomen wurden durch eine Programmfunktion automatisch in ein Karyogramm
vorsortiert (siche Abbildung 9). Die Zuordnung jedes einzelnen Chromosoms wurde jedoch
manuell kontrolliert und korrigiert, da ausschlieflich das Bandenmuster der einzelnen
Chromosomen, was von der Software nur ansatzweise erkannt wurde, fiir die Sortierung
nach der Nomenklatur fiir humane Chromosomen relevant war. Das Bandenmuster war am
besten zu erkennen, wenn das DAPI-Bild in Graustufen umgewandelt und invertiert wurde
(siche Abbildung 10). Aus den 20 fotografierten Metaphasen eines Tumorpréparats
entstanden 20 Karyogramme (siche Abbildung 11), aus denen die Software das
durchschnittliche Verhiltnis der Férbung aller Chromosomen berechnete und in einem
Ideogramm darstellte. Dadurch wurde gewéhrleistet, dass Fehler bei der Anfarbung oder

Zuordnung von einzelnen Chromosomen nur minimalen Einfluss auf das Ergebnis hatten.
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=< - MetaSystems Isis -
Datei Bearbeiten Ansicht Farben Bild Filter Messungen Objekte Hilfe
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Objektschwelle
Objekte l6schen
Objekte kopieren
Objekte trennen
Uberlappungen
Objekte prufen
Bereich
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%
r‘ 1 ,
106689/98800 Adm  CGH
Abbildung 7: Fallbeispiel Bild 1. Der Bereich des Fotos mit der
Metaphase wurde markiert und die Umgebung geldscht.

=< - MetaSystems Isis -

Objektschwelle
Objekte l6schen
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106689/98800 Adm CGH

Abbildung 8: Fallbeispiel Bild 2. Trennung von Chromosomen mit der
Schneidefunktion. Um Objekte genau trennen zu konnen, wurde der
Bereich mit der Lupenfunktion vergrofiert.
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=< - MetaSystems Isis -

Datei Bearbeiten Ansicht Farben Karyogramm Filter Objekte Hilfe

Metaphase anzeigen

Zuordnen
Drehen 180° / 90°
Drehen X°
Verschieben
Saubern
Verkleinern
VergroRern
Farbung
Beschriften

§

li™ |

Abbildung 9: Fallbeispiel Bild 3. Automatisch vorsortierte
Chromosomen im Karyogramm. Falsch gedrehte, falsch zugeordnete
und nicht zugeordnete Chromosomen erforderten eine manuelle
Korrektur.
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Abbildung 10: Fallbeispiel Bild 4. Darstellung der fertig sortierten
Chromosomen in invertierten Graustufen.
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Abbildung 11: Fallbeispiel Bild 5. Nach Abschluss der Sortierung
wurden die Chromosomen begradigt und fiir die Erstellung des
Ideogramms abgespeichert.

e Ergebnis der CGH:
Wenn die Tumor-DNS keine Aberrationen enthielt, wurden alle Chromosomen von Tumor-
und Referenz-DNS gleichméBig griin und rot angeférbt (sieche Abbildung 12 und 13). In
diesem Fall berechnete die Software entsprechend der Rot-Griin-Farbung im Verhéltnis 1:1
einen Ratio-Wert von 1,0. Lag ein DNS-Verlust im Tumorgenom vor, gab es auch keine
griin gefarbten DNS-Fragmente, die an der entsprechenden Lokalisation an die
Metaphasechromosomen binden konnten und der Abschnitt wurde ausschlieBlich durch die
rot markierte Referenz-DNS geférbt. Im Fall eines DNS Zugewinns im Tumor lag wéihrend
der Hybridisierung mehr griin als rot gefirbte homologe DNS vor, so dass vermehrt griin
markierte Fragmente an der entsprechenden Lokalisation binden konnten. Im Ideogramm
driickte sich der Farbunterschied in veridnderten Ratiowerten aus. Uberschritt der Ratio-Wert
1,20, wertete das Programm die Verdnderung als Zugewinn. Bei Unterschreiten von 0,80
konnte von einem Verlust des entsprechenden DNS-Abschnitts im Tumorgenom
ausgegangen werden. Eine Amplifikation wurde durch einen Ratio-Wert iiber 1,5 definiert.

Ein Ratio-Wert von 0,5 lag bei einer Monosomie vor.
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Anhand der Gonosomen war es moglich, zu iiberpriifen, ob die Anfiarbung durch CGH
funktioniert hatte. Angepasst an das Geschlecht des Tumorpatienten wurde jeweils
gegengeschlechtliche Referenz-DNS fiir die CGH verwendet. Das unterschiedliche
Verhiltnis der Gonosomen in Tumor- und Referenz-DNS &uflerte sich in einer intensiven
Férbung der entsprechenden Metaphasechromosomen. Das Tumorgenom einer Frau enthielt
gegeniiber ménnlicher Referenz-DNS die doppelte Menge X-Chromosome, jedoch kein Y-
Chromosom. Hatte die CGH fehlerfrei funktioniert, dann war das X-Chromosom der
Metaphasechromosomen intensiv griin gefarbt und das Y-Chromosom leuchtete rot. Wurde
méannliche Tumor-DNS und weibliche Referenz-DNS verwendet, dann war ein rot
leuchtendes X-Chromosom und ein griin leuchtendes Y-Chromosom der Indikator fiir eine

erfolgreich durchgefiihrte CGH.

Iy

5 (39)

Abbildung 12: Beispielhafte Darstellung der Fédrbung von Chromosom 5 im Ideogramm. Neben
der Numerierung steht eingeklammert die Anzahl der Chromosomen, die aus den 20
fotografierten Metaphasen auswertbar waren und deren durchschnittliche Anfdrbung berechnet
wurde. Neben dem Bandenmuster des Chromosoms ist die gemittelte Fdarbung und damit die
Rot-Griin-Ratio durch eine Kurve dargestellt. Die vertikalen Linien zeigen die Ratiowerte an.
Die zentrale graue Linie zeigt den Ratiowert 1,0 an. Die rote Linie steht fiir den Ratiowert 0,8,
die griine fiir den Wert 1,2. Die beiden duferen grauen Linien stehen fiir die Ratiowerte 0,5 und
1,5. Uberschreitet die Kurve die rote oder griine Linie, wird ein roter bzw. griiner Balken fiir die
entsprechenden Bereiche angezeigt.
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Abbildung 13: Beispielhafte Darstellung des Ideogramms von Patient Nr. 33. Abgebildet sind
alle 22 Autosomen und die 2 Gonosomen mit ihren individuellen Bandenmustern. Im Beispiel
liegt eine tiberschwellig starke Griinfirbung auf den Chromosomen 3q, 7p, 7q, 8p, 12p, 12q,
14q, 16p, 17q, 19p und 19q vor. Auf den Chromosomen 4q, 5q, 9p wurden iiberschwellig starke
Rotfirbungen detektiert. Die Firbung des X-Chromosoms unterschreitet konstant den Ratiowert
0,5, was darauf hindeutet, dass es sich bei dem Patienten um einen Mann handelt.

e Interpretation:
Das Ergebnis, das die Software in Form eines Ideogramms fiir jeden Tumor berechnet hatte,
wurde erst nach einer Interpretation abschlieBend festgelegt und fiir die weitere Auswertung
abgespeichert. Die Interpretation wurde von einem Team durchgefiihrt, dem ein CGH-
erfahrener Facharzt und die fiir die CGH zustindige MTA angehorten. In die Bewertung des

Ideogramms mussten die typischen methodenbedingten Abweichungen einbezogen werden.
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So wurden die Telomer- und Zentromerregionen der Chromosomen und die p-Arme der
akrozentrischen Chromosomen 13, 14, 15, 21, 22 und Y nicht beurteilt. Mit Vorsicht wurden
Verdanderungen auf 1p32pter, 16p,19 und 22 beurteilt, da hier methodenbedingte Fehler
beschrieben wurden [Kallioniemi OP et al. 1994; Kirchhoff et al. 1998]. Das abschlieBende
Ergebnis wurde nach den Regeln der internationalen Nomenklatur fiir Zytogenetik nach
Mitelman (1995) beschrieben und in der Datenbank gespeichert. Die ermittelten
Aberrationen wurden fiir die statistische Auswertung vereinfacht und auf den betroffenen
Chromosomenarm bezogen. Dieses Vorgehen ermoglichte die Berechnung von

onkogenetischen Baumen.

2.4 Statistische Methoden

e Mann-Whitney-U-Test:
Der Test wurde verwendet, um die Parameter Alter, pT, pN, ,,Grading®, UICC-Stadium,
Zugewinne, Verluste und Amplifikationen der beiden Tumorentititen miteinander zu

vergleichen.

e Fishers exakter Test:
Mit Fishers exaktem Test wurde die Geschlechterverteilung zwischen den beiden
Tumorentititen untersucht. AuBlerdem wurde die Héufigkeit der Aberrationen zwischen

zwei Gruppen mit Hilfe des Tests verglichen.

o Adjustierung der p-Werte:
Beim Vergleich der Verédnderungen auf den Chromosomenarmen zwischen zwei Gruppen
wurde Fishers exakter Test durchgefiihrt. Je hdufiger man diesen Test durchfiihrt, desto
wahrscheinlicher ist es jedoch, dass ein signifikantes Ereignis allein auf Zufall beruht. Um
die Aussagekraft dieser Tests auch bei hdufiger Durchfithrung zu erhalten, wurden die p-
Werte mit Hilfe der FDR (,,False Discovery Rate®) adjustiert. Dadurch stiegen die p-Werte

an und eine Zunahme von falsch positiven Ergebnissen, wurde verhindert.
e Kaplan-Meier-Kurve:

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten wurde in einer Kaplan-Meier-Kurve

dargestellt.
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o Logrank-Test:
Die Uberlebenswahrscheinlichkeiten von Adeno- und Plattenepithelkarzinompatienten

wurden mit dem Logrank-Test verglichen.

e Maximum-Likelihood-Methode:

Die Entstehung von chromosomalen Aberrationen und die Entwicklung eines Tumors laufen
bis zum Zeitpunkt der Diagnose unbeobachtet ab. Fiir das Verstindnis der Tumorigenese ist
es aber von besonderem Interesse, zu verstehen, unter welchen Bedingungen und zu
welchem Zeitpunkt der Erkrankung sich einzelne Mutationen im Genom manifestieren. Die
Grundidee der onkogenetischen Bédume, die mit einem Algorithmus auf Basis der
»~Maximum-Likelihood-Methode* nach von Heydebreck et al. (2004) berechnet werden, ist
es, das Genom von vielen Tumoren einer Entitit zu untersuchen, die sich in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien befinden und den Zustand des Genoms zu
verschiedenen Zeitpunkten der Tumorigenese sichtbar machen. Durch die Berechnung kann
der Zeitpunkt der Entstehung einer Aberration gegeniiber anderen Aberrationen eingeordnet
werden. Die Darstellung der Aberrationen in onkogenetischen Bédumen ldsst auflerdem
Schliisse tiber die genetischen Verdnderungen zu, die fiir das Enstehen einer Aberration
notwendig sind.

Die Wurzel des Baumes steht fiir eine gesunde Zelle mit unverdndertem Genom. Jede
Aufgabelung entspricht einem unsichtbaren Prozess im Zellinneren, der Ausgangspunkt fiir
eine Sequenz von Mutationen ist, welche die Tumorzelle charakterisieren. Liegt der Punkt
auf dem Ast einer genetischen Aberration nah an der Wurzel, dann handelt es sich um eine
hiufige Mutation. Je héufiger zwei Aberrationen zusammen auftreten, desto spéter
verzweigen sich ihre Aste. Gruppen von Aberrationen, die eng miteinander assoziiert sind
und deren Aste sich erst spit verzweigen, werden als Cluster bezeichnet [Gunawan et al.
2007]. Um Fehler in den Bdumen zu vermeiden und die Cluster hervorzuheben, die den
Grofteil der Tumoren charakterisieren, wurden nur genetische Verdnderungen einbezogen,

die in mehr als 20 % der Tumoren zu finden waren.

Als Signifikanzniveau wurde fiir alle Tests o = 5 % festgelegt. Alle Analysen wurden mit der

frei verfiigbaren Software R (Version 2.8, www.r-project.org) durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Epidemiologie

3.1.1 Gesamtkollektiv

Das dieser Studie zu grunde liegende Gesamtkollektiv wurde von 237 an Lungenkrebs
erkrankten Patienten gebildet, die in kurativer Intention operiert wurden und deren Tumoren
histologisch als Adeno- oder Plattenepithelkarzinom klassifiziert wurden.

Von den 162 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen waren 16 weiblich (10 %) und
146 mannlich (90 %). Der Anteil der Frauen war bei den 75 Adenokarzinompatienten mit 23 %
héher als bei den Patienten mit Plattenepithelkarzinomen (sieche Tabelle 33). Neben 17 Frauen
wurden 58 Ménner (77 %) mit Adenokarzinomen erfasst.

Das durchschnittliche Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation unterschied sich
zwischen den beiden Entititen nicht. Adeno- genauso wie Plattenepithelkarzinompatienten
waren durchschnittlich 64,9 Jahre alt. Bei beiden Entitdten waren die weiblichen Patienten
jedoch jlinger als die ménnlichen. Mit durchschnittlich 59,7 Jahren waren die Frauen, die an
einem Adenokarzinom litten, fast 7 Jahre jiinger als die Ménner mit einem Alter von
66,4 Jahren. Mit einem Durchschnittsalter von 59,3 Jahren waren die Frauen, die an einem
Plattenepithelkarzinom operiert wurden, ungefdhr 6 Jahre jiinger als die operierten Méanner
(65,6 Jahre).

Die Tabelle 34 =zeigt die Verteilung der Patienten auf die verschiedenen UICC-Stadien.
Postoperativ wurden 5 % der Patienten in die Stadien IIIb und IV eingeteilt. Bei 2 % der
Patienten war es nicht moglich, das Stadium zu bestimmen, so dass sie ins Stadium x eingeteilt
wurden. Die verbleibenden 93 % der Patienten verteilten sich auf die Stadien Ia — Illa.

Die Uberlebenszeit aller Patienten wurde nach Tumorentititen getrennt in einer
Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier dargestellt (sieche Abbildung 14). Patienten, die innerhalb
von 90 Tagen nach der Operation verstarben, gingen als zensierte Daten in die Kurve ein.
Insgesamt gingen die Daten von 51 Patienten, fiir deren Tod nicht primér die Krebserkrankung
verantwortlich war, und 106 Patienten, die zum Zeitpunkt der letzten Datenerhebung noch

lebten, als zensiert in die Kurve ein.
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Die Adenokarzinompatienten erreichten eine 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 41 %
und eine mediane Uberlebenszeit von 58 Monaten. Die Plattenepithelkarzinompatienten hatten
eine hohere 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 57 % und eine mediane Uberlebenszeit
von 83 Monaten. Statistisch gesehen unterschied sich die Uberlebensrate der Patienten beider

Tumorentitdten jedoch nicht signifikant (p = 0,49).

Gesamtkollektiv (n = 237)
Entitiit Adenokarzinome (n = 75) Plattenepithelkarzinome (n = 162)
Geschlecht Pn=1723%) dn=58(77%) |2n=16(10%) & n=146 (90 %)
Durchschnittsalter 0 =64,9 0 =64,9
in Jahren Q @B=59,7 30 =664 Q0=593 3 0=65,6

Tabelle 33: Verteilung der Patienten des Gesamtkollektivs auf Entititen und Geschlechter. Fiir
die einzelnen Gruppen ist das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Operation angegeben.

UICC-Stadium Patientenzahl

absolut relativ

A >7 24 %

= 7 30 %

ITA 13 500

1IB 36 1500

IIIA 44 190

11IB 8 300

v 4 ™

X 4 5 %

Tabelle 34: Verteilung der Patienten des Gesamtkollektivs auf die UICC-Stadien.
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Kurve des Gesamtkollektivs. Zensierte Daten wurden durch
senkrechte Striche markiert. Die mediane Uberlebenszeit und die 5-Jahres-Uberlebensrate
der beiden Patientengruppen sind mit gestrichelten Linien gekennzeichnet.

3.1.2 CGH-Kollektiv

80 Patienten wurden als Kurz- oder Langzeitiiberlebende identifiziert. Das Tumorgewebe dieser
Patienten wurde mit der komparativen genomischen Hybridisierung untersucht.

Histologisch waren 25 der Tumoren Adenokarzinome und 55 Plattenepithelkarzinome (siche
Tabelle 35).

Mit 24 % war der Anteil der Frauen in der Gruppe der Adenokarzinompatienten hoher als bei
den Patienten mit Plattenepithelkarzinomen (9 %). Das Durchschnittsalter der Patienten mit
Adenokarzinomen war mit 65,5 Jahren geringfiigig niedriger als bei den

Plattenepithelkarzinompatienten (65,8 Jahre).
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Das durchschnittliche Alter der an einem Adenokarzinom erkrankten Frauen war, wie schon im
Gesamtkollektiv, mit 63,5 Jahren niedriger als das der médnnlichen Patienten (66,1 Jahre). In der
Gruppe der Plattenepithelkarzinompatienten waren die Frauen mit durchschnittlich 60,4 Jahren
fast 6 Jahre jlinger als die Méanner mit 66,3 Jahren.

Die Verteilung der Patienten auf die verschiedenen UICC-Stadien ist in Tabelle 36 angegeben.
Der GroBteil (97 %) der Patienten war auf die Stadien la — I1la verteilt. Die iibrigen 2 Patienten

(3 %) waren im Stadium IIIb, so dass kein Patient im Stadium IV oder x mit der CGH

untersucht wurde.

CGH-Kollektiv (n = 80)
Entitiit Adenokarzinome (n = 25) Plattenepithelkarzinome (n = 55)
Geschlecht 2n=624%) Jdn=19(76%) 2n=509%) JEn=500O1%)
Durchschnittsalter D =065,5 D =065,8
in Jahren 0G=635 3 0=66,1 0 Q=604 40 =663

Tabelle 35: Verteilung der Patienten des CGH-Kollektivs auf Entitdten und Geschlechter. Fiir
die einzelnen Gruppen ist das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Operation angegeben.

UICC-Stadium Patientenzahl
absolut relativ

A 16 20 %

= 25 31 %

ITIA 8 0%

1IB 18 239,

IITA 11 4%

I11B 2 300

a 0 0%

X 0 0 %

Tabelle 36: Verteilung der Patienten des CGH-Kollektivs auf die UICC-Stadien.
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3.2 CGH-Ergebnisse

Die Genome von 80 verschiedenen Tumoren wurde mit der CGH untersucht, die Ergebnisse
interpretiert und in einer relationalen Datenbank gespeichert. Im Tumorgenom von 66 Patienten
konnten chromosomale Aberrationen gefunden werden. Bei 14 Tumoren konnte trotz
wiederholter Durchfiihrung keine Verdnderung im Genom festgestellt werden.

Einschlielich der Wiederholungen wurden 94 CGH-Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei
wurden 1.880 angefarbte Metaphasen fotographiert und bearbeitet. Aus den Fotos wurden
86.480 Chromosomen ausgeschnitten und anhand des individuellen Bandenmusters in
Karyogramme einsortiert. Die Féarbung der Chromosomen wurde mit Hilfe der
Bearbeitungssoftware gemessen und in Ideogrammen dargestellt. Nach der Interpretation der
Ideogramme wurden die bandengenauen genetischen Verdnderungen der Tumoren in der

Datenbank gespeichert (sieche Tabelle 45 und 46 im Anhang).

3.2.1 CGH-Ergebnisse der Adenokarzinome

In der Gruppe der Adenokarzinome wurden bei 21 Tumoren (84 %) chromosomale
Aberrationen gefunden. Bei 4 Tumoren (16 %) zeigten sich keine Verdnderungen im Genom.
Die beiden hdufigsten Aberrationen, die in den Adenokarzinomen gefunden wurden, sind
Zugewinne auf 1q und auf 8q (siche Tabelle 37). Fast die Hélfte (48 % bzw. 44 %) aller
Adenokarzinome zeigte diese Verdnderungen. Zugewinne auf 5p wurden in 8 Tumoren (32 %)
detektiert. Verluste auf 6q und Zugewinne auf 17q waren jeweils im Genom von 24 % der
Adenokarzinome vorhanden. Zugewinne auf 16p wurden in 5 Tumoren (20 %) gefunden.
Insgesamt wurden 51 verschiedene Aberrationen im Genom der Adenokarzinome detektiert.

Mit Ausnahme der genannten Verdnderungen traten sie jedoch nur in weniger als 20 % der Félle
auf (siche Tabelle 47 im Anhang).

AuBler dem X-Chromosom waren alle Chromosomen in mindestens einem Tumor von einer

Aberration betroffen.
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Adenokarzinome
Chromosomale Hiufigkeit
Aberration absolut relativ
lq+ 12 48 %
2p+ 3 12 %
Spt 8 32 %
5q+ 3 12 %
op+ 4 16 %
69- 6 24 %
8p- 4 16 %
8p+ 3 12 %
8q+t 11 44 %
9p- 4 16 %
9¢g- 3 12 %
12p+ 4 16 %
16p+ 5 20 %
17q+ 6 24 %
18¢- 4 16 %

Tabelle 37: Liste der hdufigsten Aberrationen im Genom der Adenokarzinome.

3.2.2 CGH-Ergebnisse der Plattenepithelkarzinome

Von den 55 untersuchten Plattenepithelkarzinomen wiesen 45 Tumoren (82 %) Aberrationen im
Genom auf. Bei 10 Tumoren (18 %) wurden keine genomischen Verdnderung detektiert.

Die haufigste Aberration in Plattenepithelkarzinomen war ein Zugewinn auf 3q, der in 32 Féllen
und damit in Giber der Halfte der Tumoren (58 %) gefunden wurde (siche Tabelle 38). Ebenfalls
auf dem 3. Chromosom lag die zweithdufigste genomische Verdnderung. Verluste auf dem p-
Arm des Chromosoms wurden in 24 Tumoren (44 %) festgestellt. In 35 % der Tumoren traten
Verluste von 13q auf.

Insgesamt waren 16 Aberrationen mit einer Héufigkeit von mindestens 20 % im Genom der
Plattenepithelkarzinome vertreten.

Die 45 Tumoren mit genomischen Verdnderungen zeigten insgesamt 71 unterschiedliche
Aberrationen, von denen alle Chromosomen in mindestens einem Fall betroffen waren (siche

Tabelle 47 im Anhang).
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Plattenepithelkarzinome

Chromosomale Hiufigkeit

Aberration absolut relativ
g+ 15 27 %
2p+ 16 29 %
3p- 24 44 %
3qt 32 58 %
4p- 11 20 %
4q- 15 27 %
Spt 16 29 %
5¢- 16 29 %
19+ 16 29 %
8p- 15 27 %
8q+ 13 24 %
9p- 17 31 %
l11q+ 12 22 %
13g- 19 35 %
189- 12 22 %

Tabelle 38: Liste der hdufigsten Aberrationen im Genom der Plattenepithelkarzinome.

3.3 Gruppenvergleiche

3.3.1 Vergleich von Adeno- und Plattenepithelkarzinomen

Beim Vergleich der klinischen Parameter von Adeno- und Plattenepithelkarzinompatienten
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei Alter, pT, pN, ,,Grading®, und UICC-Stadium
(siehe Tabelle 39). Der Frauenanteil unter den Adenokarzinompatienten war mit 24 % grofB3er als
unter den Plattenepithelkarzinompatienten (9 %), der Unterschied war jedoch nicht signifikant
(p=0,15).

Allgemein unterscheiden sich die CGH-Ergebnisse der Tumorentititen, da im Genom der

Plattenepithelkarzinome eine grofere Zahl an Zugewinnen, Verlusten, Amplifikationen und
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Verdnderungen insgesamt gefunden wurde. Nur die Zahl der Amplifikationen war jedoch
signifikant hoher (p = 0,01) als bei den Adenokarzinomen.

Beim Vergleich der chromosomalen Aberrationen zwischen beiden Entitédten fallen Zugewinne
auf 3q auf, die signifikant hdufiger (p = 0,000019) in Plattenepithelkarzinomen (58 %), als in
Adenokarzinomen (8 %) vorlagen (siehe Tabelle 40). Auch nach der Adjustierung mittels FDR
war dieser Unterschied signifikant (p adj. = 0,0014).

Verluste auf 3p waren ebenfalls hdufiger in Plattenepithelkarzinomen als in Adenokarzinomen.
Sie konnten in 44 % der Plattenepithelkarzinome und nur in 8 % der Adenokarzinome gefunden
werden. Der Unterschied zeigte nach der Adjustierung jedoch nur einen Trend zur Signifikanz
(p=0,0017; p adj. = 0,062).

Mit 13qg-, 49-, 59- und 7q+ wurden weitere Aberrationen haufiger bei Plattenepithelkarzinomen
als bei Adenokarzinomen detektiert. Nach der Adjustierung waren die Unterschiede der
Héufigkeit allerdings nicht signifikant.

12 % der

Plattenepithelkarzinom diese Aberration zeigte. Auch die Signifikanz dieses Unterschieds

Adenokarzinome wiesen Zugewinne auf 5q auf, wohingegen kein

konnte durch die Adjustierung nicht bestitigt werden (p = 0,028; p adj. = 0,41).

Plattenepithelkarzinompatienten.
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Parameter Adenokarzinome | Plattenepithelkarzinome | p-Wert
Geschlecht méannlich | Haiufigkeit 19 (76 %) 50 (91 %) 0,15
Alter 65,8 (45,5 - 81,0) 66,9 (44,4 —79,3) 0,82
pT 2(1-3) 2(1-4) 0,08
pN 0(0-2) 0(0-2) 0,17
Grading Median 2(1-3) 2(2-3) 0,43
UICC-Stadium (Spannweite) 2(1-5) 2(1-6) 0,65
Zugewinne 3(0-15) 4(0-16) 0,22
Verluste 0(-98) 2(0-15) 0,07
Amplifikationen 0(0-1) 0(0-06) 0,01
Gesamtverinderungen 4(0-23) 8(0-30) 0,11
Tabelle  39:  Vergleich  der  klinischen  Parameter  zwischen  Adeno-  und
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Chromosomale Adenokarzinome |Plattenepithelkarzinome Adj.
Aberration absolut | relativ absolut relativ p-Wert p-Wert

lg+ 12 48 % 18 33% 0,22 0,81
2p+ 3 12 % 16 29 % 0,16 0,68
29- 0 0% 7 13 % 0,092 0,49
3p- 2 8 % 24 44 % 0,0017 0,062
3q+ 2 8 % 32 58 % 0,000019 ( 0,0014
4p- 1 4% 11 20 % 0,092 0,49
4q9- 1 4% 15 27 % 0,016 0,30
5g- 2 8 % 16 29 % 0,045 0,44
5q+ 3 12 % 0 0% 0,028 0,41
6qg- 6 24 % 4 7% 0,063 0,47
7q+ 2 8 % 16 29 % 0,045 0,44
8q+ 11 44 % 13 24 % 0,11 0,56
9p- 4 16 % 17 31 % 0,18 0,75
10g- 0 0% 7 13 % 0,092 0,49
l1g+ 1 4% 12 22% 0,054 0,44
13g- 2 8 % 19 35% 0,014 0,30
16p+ 5 20 % 4 7% 0,13 0,60
18p+ 0 0% 7 13 % 0,092 0,49
20q+ 2 8 % 11 20 % 0,21 0,81
21q- 0 0% 8 15 % 0,052 0,44

Tabelle 40: Vergleich der Hdufigkeit chromosomaler Aberrationen von Adeno- und
Plattenepithelkarzinomen. Die Tabelle zeigt die genetischen Verdnderungen, die sich zwischen
den Tumorentititen am stdrksten unterscheiden. Die vollstindige Tabelle befindet sich im
Anhang (Tabelle 48).

3.3.2 Vergleich von Kurz- und Langzeitiiberlebenden

Um herauszufinden, ob einzelne genomische Aberrationen héufiger bei Kurz- oder
Langzeitiiberlebenden auftreten, wurden die CGH-Ergebnisse der beiden Gruppen miteinander
verglichen.

Dabei zeigte sich, dass Zugewinne auf dem Chromosomenarm 12q héaufiger bei
Kurzzeitiiberlebenden anzutreffen waren (sieche Tabelle 41). Nach der Adjustierung war der

Unterschied jedoch nicht signifikant (p = 0,03; p adj. = 0,91).
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Bei einigen weiteren Aberrationen waren Haufungen zu erkennen. Zugewinne auf 1q und 5p
waren jeweils bei 16 Langzeitiiberlebenden (40 %) und gleichzeitig nur bei 3
Kurzzeitiiberlebenden zu finden (15,8 %). Die Relevanz dieser Verteilung konnte statistisch
jedoch nicht bestétigt werden (p = 0,08; p adj. = 0,91). Verluste auf dem Chromosomenarm 18q
waren mit 27,5 % héufiger im Genom von Langzeitiiberlebenden als von Kurzzeitiiberlebenden
(5,3 %) entstanden. In fast gleicher Hé&ufigkeit iiberwogen Zugewinne auf dem
Chromosomenarm 7q, die mit 25 % im Vergleich zu 5,3 % hédufiger im Genom von
Langzeitiiberlebenden detektiert wurden. Die Unterschiede von 18g- und 7q+ waren jedoch

ebenfalls nicht signifikant.

Kurzzeitiiberlebende | Langzeitiiberlebende .
Chromosomale mit Aberration mit Aberration p-Wert Adj.
Aberration p-Wert
absolut relativ absolut relativ

Ip+ 2 10,5 % 0 0% 0,1 0,91
1q+ 3 15,8 % 16 40 % 0,08 0,91
5p+ 3 15,8 % 16 40 % 0,08 0,91
6q+ 3 15,8 % 1 2,5% 0,09 0,91
Tq+ 1 5,3 % 10 25 % 0,09 0,91
12q+ 5 26,3 % 2 5% 0,03 0,91
18¢- 1 5,3 % 11 27.5% 0,08 0,91

Tabelle 41: Statistischer Vergleich der chromosomalen Aberrationen von Kurz- und
Langzeitiiberlebenden. Aufgefiihrt sind die Aberrationen, die sich zwischen den beiden Gruppen
am stdrksten unterschieden. Den Vergleich aller Aberrationen zeigt Tabelle 49 im Anhang.

3.4 Auswirkungen einzelner Aberrationen auf die Uberlebenszeit

Um die Frage beantworten zu kdnnen, ob einzelne Aberrationen ein kiirzeres oder léngeres
Uberleben des Patienten verursachen, wurde iiberpriift, ob sich die 5-Jahres-Uberlebensrate aller
Patienten mit einer chromosomalen Aberration von der Uberlebensrate aller anderen Patienten
unterscheidet (siche Tabelle 42).

Die chromosomalen Verdnderungen 5p-, 7q-, 19p- und 19g- waren mit einem signifikant
verldngerten Uberleben assoziiert. Nach der Adjustierung war der Uberlebensvorteil jedoch nur
noch fiir Verluste auf 5p und 7q signifikant. AuBBerdem ist zu beachten, dass die genannten

Verdnderungen jeweils nur in einem Tumor auftraten.
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Die Aberrationen 1p+ und 20p- wurden in 3 bzw. 2 Tumoren detektiert und waren mit einem
verlingerten Uberleben assoziiert (p = 0,01; p adj. > 0,05). Die in 9 Tumorgenomen gefundenen
Zugewinne auf 12q waren mit einer kiirzeren Uberlebenszeit assoziiert (25 % 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit). Diese Hiufung zeigte eine Tendenz zur Signifikanz, die nach
der Adjustierung jedoch nicht bestétigt wurde (p = 0,06; p adj. = 0,64). Patienten, in deren
Tumorgenom die hiufigen Verdnderungen Sp+ (22 Fille) und 1q+ (24 Fille) gefunden wurden,
hatten mit 61,9 % bzw. 60,9 % eine hohere 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit als die
Vergleichsgruppen (43,2 % und 42,9 %). Dieser Unterschied im Uberleben war jedoch nicht
signifikant (p > 0,05).

Weitere auffillige Aberrationen waren die héufigen Verdnderungen 4q- und 17q+, die im
Vergleich zum Kollektiv eine geringere Uberlebenswahrscheinlichkeit zeigten, allerdings ohne

dabei das Signifikanzniveau zu erreichen.

Chromosomale| Fille ohne | Fille mit | 5-JU ohne | 5-JU mit Adj.

Aberration | Aberration | Aberration | Aberration | Aberration p-Wert p-Wert
Ip+ 67 3 51,1 % 100 % 0,01 0,13
Iq+ 46 24 42,9 % 60,9 % 0,14 0,74
4q- 55 15 53,3 % 33,3 % 0,1 0,74

5p- 69 1 49,6 % 100 % 0,0001 0,0037
5p+ 48 22 43,2 % 61,9 % 0,07 0,67

79- 69 1 49,6 % 100 % 0,0001 0,0037
11gq+ 59 11 45,3 % 70 % 0,15 0,74
12g+ 61 9 52 % 25 % 0,06 0,64
17q+ 59 11 53,1 % 27,3 % 0,14 0,74
19p- 69 1 49,6 % 100 % 0,02 0,24
19q- 69 1 49,6 % 100 % 0,02 0,24
20p- 68 2 50,3 % 100 % 0,01 0,13
20p+ 64 6 51,2 % 20 % 0,17 0,74
21g+ 68 2 50,4 % 50 % 0,11 0,74

Tabelle 42: Auszug aus der Korrelation von Einzelarmverdinderungen mit der 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit. Die vollstindigen Daten sind in Tabelle 50 im Anhang

aufgefiihrt.
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3.5 Onkogenetische Baume

In die Berechnung der onkogenetischen Bdume wurden alle Aberrationen einbezogen, die mit
einer Haufigkeit von iiber 20 % in den Tumoren einer Entitit gefunden wurden. Dieses
Kriterium wurde von 5 Aberrationen der Adenokarzinome und von 14 Aberrationen in der
Gruppe der Plattenepithelkarzinome erfiillt.

Im onkogenetischen Baum der Adenokarzinome stellen sich die Aberrationen in Form von
3 Asten dar (sieche Abbildung 15). 5p+ liegt isoliert als Einzelast vor, wihrend die anderen
beiden Aste aus je 2 Aberrationen gebildet werden. Dabei ist die friih auftretende Aberration
1g+ mit 6g- und die ebenfalls friih auftretende Aberration 8q+ mit 17q+ assoziiert.

Der onkogenetische Baum der Plattenepithelkarzinome ist wegen der groferen Zahl von
héufigen Aberrationen komplexer als der Baum der Adenokarzinome (siche Abbildung 16).
Die genetischen Veriinderungen verteilen sich ebenfalls auf 3 Aste, die allerdings feiner
verzweigt sind.

Ein Ast wird, wie schon bei den Adenokarzinomen beobachtet, von S5p+ gebildet. Die
Zugewinne auf 5p treten hier gemeinsam mit Zugewinnen auf 2p auf.

Der 2. Ast zeichnet sich dadurch aus, dass sich 13g- und 8p- friihzeitig separieren. Nachdem
sich auch 9p- abspaltet, verbleibt die haufige Aberration 3p-, die eng mit 4q- und 5q- verbunden
ist.

Im 3. Ast trennt sich die Aberration 1q+ frithzeitig ab. Ubrig bleibt die am héufigsten
aufgetretene Aberration 3q+, die mit 7q+ und 11q+ in einem Zweig sowie mit 18q- und 8q+ in

einem weiteren Zweig assoziiert ist.

83



3. Ergebnisse
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Abbildung 15: Onkogenetischer Baum der Adenokarzinome.
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Abbildung 16: Onkogenetischer Baum der Plattenepithelkarzinome.
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4. Diskussion

4.1 Epidemiologie

4.1.1 Gesamtkollektiv

Ziel bei der Rekrutierung des Gesamtkollektivs war es, einen représentativen Ausschnitt der
Lungenkrebspatienten =~ zu  erhalten. = Die  Beschrinkung  auf  Adeno-  und
Plattenepithelkarzinompatienten sollte eine moglichst gute Vergleichbarkeit der Tumoren
gewihrleisten.

Der Anteil der weiblichen Lungenkrebspatienten lag mit 23 % bei den Adenokarzinompatienten
hoher als bei den Plattenepithelkarzinompatienten mit 10 %. Dieser Unterschied war jedoch zu
erwarten, da Frauen stirker zu Adenokarzinomen als zu Plattenepithelkarzinomen neigen
[Brambilla et al. 2001].

Zum Zeitpunkt der Operation betrug das Durchschnittsalter dieses Kollektivs etwa 65 Jahre und
lag damit 3 Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter in Deutschland [RKI 2006].
Grundsétzlich  unterscheidet sich das Gesamtkollektiv dieser Studie von den
Lungenkrebspatienten, die der Berechnung des RKI zugrunde lagen, durch die Beschrinkung
auf Patienten, bei denen eine potenziell kurative Operation durchgefiihrt wurde. Patienten, die in
hohem Alter wegen Multimorbiditit, schlechtem Allgemeinzustand oder unzureichender
Lungenfunktion nicht operiert werden konnten, wurden also nicht in diese Studie
aufgenommen, was das niedrigere Durchschnittsalter erklaren konnte.

Bei der Verteilung der Patienten auf die UICC-Stadien fillt das Stadium Ila auf, da dieses
Stadium mit nur 13 Patienten (5 %) im Vergleich zu anderen Stadien unterreprisentiert ist. Nach
der verwendeten 6. Edition der TNM-Klassifikation fallen nur die Patienten mit Primirtumoren
unter 3 cm Durchmessser in dieses Stadium, die trotz des geringen Tumordurchmessers bereits
lymphogene Metastasen aufweisen. Die generell geringe Fallzahl der Patienten, die diese
Kriterien erfiillen, wurde bereits von Pfannschmidt et al. (2006) beschrieben und stellt keine
Besonderheit dieser Studie dar.

Bei der Darstellung der Uberlebenszeiten der Patienten in einer Kaplan-Meier-Kurve wiesen die
Adenokarzinompatienten mit 41 % eine geringere 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit auf

als die Plattenepithelkarzinompatienten mit 57 %. Dieser Unterschied war statistisch gesehen
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jedoch nicht signifikant. Die Bedeutung der Tumorentitét fiir die Prognose der Patienten bleibt
weiterhin unklar, da auch in Veréffentlichungen mit groen Patientenkollektiven
widerspriichliche Ergebnisse zu finden sind. Van Rens et al. (2000) beschrieben
Uberlebensvorteile fiir Plattenepithelkarzinompatienten, wohingegen Goya et al. (2005)

signifikant lingere Uberlebenszeiten fiir Patienten mit Adenokarzinomen ermittelten.

4.1.2 CGH-Kollektiv

Da Patienten mit der histologisch gleichen Krebserkrankung stark variierende Uberlebenszeiten
aufweisen, stellte sich die Frage nach der Ursache fiir den unterschiedlichen klinischen Verlauf.
Die Hypothese, dass die Eigenschaften des Tumors und damit der klinische Verlauf grofBitenteils
genetisch determiniert sind, fiihrte zum Konzept dieser Studie. Aufgrund des hohen finanziellen
und zeitlichen Aufwands war es nicht moglich, das gesamte Kollektiv mit der CGH zu
untersuchen. Die Selektion von Kurz- und Langzeitiiberlebenden war die Konsequenz der
Hypothese, da diese beiden Patientengruppen die grofiten Unterschiede im klinischen Verhalten
der Erkrankung aufwiesen.

Da mit der Laborarbeit begonnen wurde, bevor das Follow-up vollstindig abgeschlossen war,
bildete sich eine kleine Gruppe von Patienten, deren Tumoren mit der CGH untersucht wurden,
die nach der Definition allerdings keine Kurz- oder Langzeitiiberlebenden waren. Dieses
Mittelfeld stellte jedoch keine Einschrinkung der Methode dar, weil alle Patienten, die nach
Abschluss des Follow-up als Kurz- oder Langzeitiiberlebende identifiziert wurden, der CGH-
Untersuchung zugefiihrt wurden. Fir den statistischen Vergleich zwischen Kurz- und
Langzeitiiberlebenden wurden also wie geplant alle Patienten untersucht, die den beiden
Gruppen zugeordnet werden konnten. Dariiber hinaus konnten die CGH-Ergebnisse der
Patienten aus dem Mittelfeld in die anderen statistischen Auswertungen eingebracht werden.
Durch die Auswahl von Kurz- und Langzeitiiberlebenden im CGH-Kollektiv blieb das
Durchschnittsalter und die Geschlechterverteilung nahezu konstant. Auch die Verteilung auf die
UICC-Stadien dnderte sich nur unwesentlich. Die geringe Anzahl von Patienten im Stadium Ila
beruhte, wie schon in Abschnitt 4.1.1 diskutiert, auf dem generell kleinen Teil der

Lungenkrebspatienten, die in dieses Stadium fallen.
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4.2 CGH-Ergebnisse

Fiir den GroBteil der untersuchten Patienten konnte mit Hilfe der CGH eine genaue Darstellung
iiber alle quantitativen genomischen Aberrationen im Genom der Tumoren erzeugt werden.

Der relativ hohe zeitliche Aufwand fiir die Untersuchung rechtfertigt sich, wenn man die CGH
mit anderen Analyseverfahren vergleicht. Von der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH),
bei der mit spezifischen DNS-Sonden zuvor festgelegte DNS-Abschnitte nachgewiesen werden
konnen, unterscheidet sich die CGH, weil mit ihr das gesamte Genom einer Gewebeprobe
unspezifisch auf DNS-Verluste und -Zugewinne untersucht wird.

Mit einer konventionellen zytogenetischen Untersuchung, bei der ebenfalls das gesamte Genom
einer Zelle untersucht wird, konnen neben quantitativen Aberrationen auch qualitative
Aberrationen wie beispielsweise Translokationen festgestellt werden. Voraussetzung fiir diese
Methode ist jedoch die Kultivierung der zu untersuchenden Zellen. Die CGH hat demgegentiber
den groBen Vorteil, dass man mit ihr sowohl Frischgewebe als auch paraffinfixiertes Gewebe
untersuchen kann. Dadurch war es in dieser Studie moglich, das Tumorgewebe von Patienten zu
untersuchen, das bereits bis zu 10 Jahre lang archiviert war.

Ein Nachteil der konventionellen CGH ist die Heterogenitit der Gewebeprobe. Verschiedene
Zellklone mit verschiedenen genomischen Aberrationen kdnnen nebeneinander in einem Tumor
vorkommen. Auch konnen Zellen des kdrpereigenen Immunsystems, die keine chromosomalen
Verdnderungen aufweisen, den Tumor infiltrieren. Bei der Untersuchung einer heterogenen
Gewebeprobe kann das Ergebnis dadurch verwéssert werden. Daher wurde fixiertes
Tumorgewebe auch nur mit der CGH untersucht, wenn im korrespondierenden HE-Schnitt eine
hohe Dichte an Tumorzellen gefunden wurde. Trotzdem ist die Heterogenitét der Gewebeprobe
eine mogliche Erklarung dafiir, dass bei 14 der 80 Tumoren keine genomische Verdnderung
gefunden wurde.

Inzwischen wurde mit der Mikrodissektion eine Technik entwickelt, bei der die Tumorzellen
einer Gewebeprobe unter dem Mikroskop ausgewéhlt werden und fiir die CGH ausschlieBlich
das selektierte Areale verwendet wird. Dadurch wird die Heterogenitét der Probe verringert und
die Reinheit der Tumor-DNS steigt [Cardoso et al. 2004].

Ziel dieser Studie war es, die chromosomalen Aberrationsmuster zu untersuchen, die eine grof3e
Bedeutung fiir das klinische Verhalten der Bronchialkarzinome haben. Fiir den Nachweis dieser
Art von genomischen Verdnderungen ist die CGH sehr gut geeignet, da héufig grole Bereiche
eines Chromosoms von Zugewinnen oder Verlusten betroffen sind. Nicht selten ist ein ganzes

Chromosom betroffen, was zur Folge hat, dass die Zahl der Chromosomen im Genom der
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Malignome stark variiert [Petersen 2010]. Um Aberrationen mit der CGH zu erkennen, miissen
sie eine GrofBe von mehreren Megabasenpaaren aufweisen. Das erklart, warum die Methode zur
Beurteilung der Beschaffenheit einzelner Gene ungeeignet ist. In dieser Studie wurden die
chromosomalen Aberrationen bandengenau ermittelt. Der grofite Teil der gefunden Zugewinne
und Verluste betraf jedoch einen ganzen Chromosomenarm. Bei einem weiteren grofen Teil der
gefundenen Verdnderungen war ein Chromosomenarm mit Ausnahme einiger weniger Banden
betroffen und nur ein kleiner Teil der Aberrationen beschrinkten sich auf eine
Chromosomenbande. Daher wurden in der statistischen Auswertung die Chromosomenarme

miteinander verglichen, auf denen Zugewinne oder Verluste gefunden wurden.

4.2.1 CGH-Ergebnisse der Adenokarzinome

Die Untersuchung der Adenokarzinome offenbarte 51 verschiedene genomische Verdnderungen,
von denen 6 mit einer Haufigkeit von mindestens 20 % auftraten. Alle Adenokarzinome, in
denen genomische Imbalancen festgestellt wurden, wiesen mindestens eine dieser 6 haufigsten
Verdnderungen auf. Damit konnten diese Aberrationen grundsitzliche Eigenschaften der
Tumoren beeinflussen. Denkbar wire beispielsweise, dass diese Aberrationen Auswirkungen
auf die histologischen Differenzierungsvarianten haben, die sich bei dieser Tumorentitit stark
unterscheiden.

Um die Relevanz der einzelnen Aberrationen bewerten zu kdnnen, wurden die 15 haufigsten
Aberrationen mit den Ergebnissen anderer Studien verglichen (siche Tabelle 43). Es zeigt sich,
dass der Grofiteil der Ergebnisse von den anderen Studien gestiitzt wird und die einzelnen
Aberrationen in #hnlicher Héufigkeit gefunden werden konnten, obwohl die Zahl der
untersuchten Adenokarzinome dieser Studie (n = 25) im Verhélnis zu den genannten Studien
relativ klein war. Die Reihenfolge der Haufigkeit einzelner Aberrationen und damit ihre
Relevanz, wird in den anderen Studien nicht einheitlich beschrieben. Die grundsétzliche
Ubereinstimmung wird allerdings daran sichtbar, dass die drei hiufigsten Aberrationen dieser
Studie, auch die drei hdufigsten Verdnderungen der anderen Studien sind.

Nur die Verdanderungen 16p+, 5q+ und 8p+, die in bis zu 20 % der Patienten dieses Kollektivs
gefunden wurden, konnten nicht von den anderen Studien bestétigt werden. Fong Y et al. (2010)
erwdhnen jedoch nur Aberrationen, die in mindestens 25 % der Félle gefunden wurden. Auch
die beiden anderen Studien geben nur Auskunft iiber hiufige und statistisch interessante
Aberrationen [Sy et al. 2004; Weir et al. 2007]. Unklar bleibt also, ob diese Aberrationen von

den anderen Arbeitsgruppen nicht gefunden wurden oder aufgrund von geringerer Haufigkeit in
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der Veréffentlichung nicht erwéhnt wurden. Um die Bedeutung dieser Aberrationen zu kléren,
wire es wiinschenswert, in einer prospektiven Studie neben dem Anteil der Patienten mit

héufigen Verdnderungen auch den Anteil der Patienten mit seltenen Verédnderungen zu erfassen.

Adenokarzinome
Relative Hiufigkeit der Aberrationen in %
Chromosomale
Aberration Diese Studie Weir et al. Fong Y et al. Sy et al.
(n =25) (n=371) (n=177) (n=34)

Iqt 48 52 39 42
2p+ 12 17 - 3
5p+ 32 60 43 42
5q+ 12 - - -
6p+ 16 26 29 12
6q- 24 31 - -
8p- 16 41 35 15
8p+ 12 - - -
8q+ 44 43 35 51
9p- 16 43 27 6
9¢q- 12 35 34 -
12p+ 16 - - 18
16p+ 20 - - -
17g+ 24 35 - 21
18¢q- 16 39 - -

Tabelle 43: Vergleich der hdufigsten chromosomalen Aberrationen der Adenokarzinome mit den
Ergebnissen anderer Studien. Modifiziert nach Weir et al. (2007); Fong Y et al. (2010); Sy et al.
(2004).

4.2.2 CGH-Ergebnisse der Plattenepithelkarzinome

In den 55 untersuchten Plattenepithelkarzinomen wurden 71 verschiedene Aberrationen
gefunden, von denen alle Chromosomen in mindestens einem Fall betroffen waren. Diese breite
Streuung der chromosomalen Verdnderungen deutet darauf hin, dass es eine hohe Instabilitdt im
Genom der Tumoren gibt. Aberrationen, die nur in einzelnen Tumoren vorkommen, sind mit
hoher Wahrscheinlichkeit nicht fiir die Entwicklung zu Plattenepithelkarzinomen oder fiir

Unterschiede in der Differenzierung verantwortlich, da diese Tumoreigenschaften von einem
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grolen Teil der Tumoren reprisentiert werden. Vielmehr ist es moglich, dass sich diese
unspezifischen Aberrationen im Genom etablieren konnen, solange sie nicht den Progress des
Tumors verhindern. Eine Erklirung fiir ihr Auftreten konnte die Exposition gegeniiber
Tabakrauch sein, da die Kanzerogene im Rauch unspezifisch iiber Jahre auf das gesamte Genom
einwirtken und die Entstehung von genomischen Verdnderungen fordern, wie es fiir
Adenokarzinome beschrieben wurde [Sy et al. 2003].

Neben den unspezifischen Verdnderungen wurden 16 aberrierte Chromosomenarme mit einer
Haufigkeit von mindestens 20 % in den Plattenepithelkarzinomen gefunden. Um zu zeigen, dass
diese Verdnderungen im Genom keine zufdlligen Hiufungen dieser Studie sind, wurden die
Verdnderungen, wie schon bei den Adenokarzinomen, mit den Ergebnissen anderer Studien
verglichen (siehe Tabelle 44).

In diesem Vergleich konnten die chromosomalen Aberrationen der Plattenepithelkarzinome
durch Ergebnisse von Sy et al. (2004) und Boelens et al. (2009) zum groBlen Teil gestiitzt
werden. Die beiden anderen Studien beziehen sich jedoch auf verhdltnismédBig kleine
Patientenkollektive. Die Aberrationen auf Chromosom 3 stellten die hiufigsten Verdnderungen
bei Plattenepithelkarzinomen dar und konnten ebenfalls von den anderen Studien bestétigt
werden. Insgesamt konnten 14 der 15 haufigsten Aberrationen in mindestens einer der beiden
anderen Untersuchungen gefunden werden. Verluste auf 18q wurden jedoch weder von Sy et al.
(2004) noch von Boelens et al. (2009) beschrieben.

Auf die Bedeutung der einzelnen Aberrationen wird im Kapitel 4.3 néher eingegangen.
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Plattenepithelkarzinome

Chromosomale Relative Haufigkeit der Aberrationen in %
Aberration Diese Studie (n = 55) Sy et al. (n =35) | Boelens et al. (n = 34)
Ig+ 27 43 -
2p+ 29 39 12
3p- 44 25 53
3q+ 58 86 94
4p- 20 - 41
4q- 27 29 41
5p+ 29 54 53
5¢g- 29 - 68
7q+ 29 43 -
8p- 27 43 41
8q+ 24 43 18
9p- 31 29 44
11g+ 22 36 -
13g- 35 29 -
18g- 22 - -

Tabelle 44: Vergleich der hdufigsten chromosomalen Aberrationen der Plattenepithelkarzinome
mit den Ergebnissen anderer Studien. Modifiziert nach Sy et al. (2004) und Boelens et al.
(2009).

4.3 Gruppenvergleiche

4.3.1 Vergleich von Adeno- und Plattenepithelkarzinomen

Im Vergleich der klinischen Parameter beider Patientengruppen zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. Damit waren die Voraussetzung filir einen unverfalschten Vergleich der beiden
Gruppen gegeben.

Um die Zahl der falsch positiven Ergebnisse zu reduzieren und damit die Validitdt der
Ergebnisse zu erhohen, wurden die p-Werte mit der FDR adjustiert. Diesen Qualitétsstandard

setzten auch Weir et al. (2007) ein, um die Ergebnisse zu beurteilen. Die anderen bereits
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erwahnten Studien verzichteten auf ein vergleichbares Vorgehen [Fong Y et al. 2010; Sy et al.
2004; Boelens et al. 2009].

Der Vergleich der genomischen Verdnderungen auf den einzelnen Chromosomenarmen
zwischen beiden Tumorentititen ergab bei Plattenepithelkarzinomen signifikant haufiger
Zugewinne auf dem Chromosomenarm 3q. Diese Zugewinne wurden bereits von Brass et al.
(1996) beschrieben und von weiteren Arbeitsgruppen als Unterscheidungsmerkmal zwischen
den Karzinomtypen bestétigt [Petersen et al. 1997; Luk et al. 2001].

Der Ort des Zugewinns wird im Bereich 3q24 — gter beschrieben. Genauer wird vermutet, dass
die Veranderung den Tumorprogress beschleunigt, wenn 3q26 einen Zugewinn enthélt. Die
dieser chromosomalen Verdnderung zugrunde liegenden Gene sind vermutlich #7R und SK/-like
[Pelosi et al. 2007]. Das ATR-Gen kodiert fiir die RNS-Untereinheit der menschlichen
Telomerase, die in der Tumorigenese nachweislich verstirkt exprimiert wird [Guilleret et al.
2002]. Das SKI-like-Gen kodiert fiir ein Protein, welches Teil der Signalkaskade von TGF-p ist
[Sarker et al. 2005]. Ein weiteres Gen, welches verddchtigt wird, eine Rolle in der
Tumorigenese der Plattenepithelkarzinome zu spielen, ist P/3K. In Plattenepithelkarzinomen
und ihren Vorlduferlisionen korrelieren die Uberexpression des Gens mit den Zugewinnen auf
3q, was die Bedeutung von P/3K in der Tumorigenese unterstreicht [ Woenkhaus et al. 2002].

Da diese Aberration nur in 8 % der Adenokarzinome, jedoch in 58 % der
Plattenepithelkarzinome gefunden wurde, scheint dieser Schritt in der Tumorigenese spezifisch
fiir Plattenepithelkarzinome zu sein. Eine mogliche Erkldrung wére, dass die beschriebenen
Gene zur Entwicklung von Plattenepithelkarzinomen fithren, wenn sie zum Zeitpunkt der
malignen Entartung verstdrkt exprimiert werden.

Eine weitere Beobachtung im Vergleich von Adeno- und Plattenepithelkarzinomen dieser Studie
ist, dass Plattenepithelkarzinome in 44 % der Félle Verluste auf 3p aufwiesen. Adenokarzinome
hingegen zeigten diese Verluste nur in 8 % der Fille. Dieser Unterschied war mit einem
adjustierten p-Wert von 0,06 knapp nicht signifikant.

Der Verlust auf 3p ist in der Literatur als ein entscheidender Schritt in der Kanzerogenese
beschrieben. Grundsétzlich konnen Verluste auf 3p allerdings in allen Karzinomtypen gefunden
werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Verluste auf 3p in Plattenepithelkarzinomen
im Vergleich zu Adenokarzinomen hiufiger sind und grofere Areale des Chromosomenarms
betreffen [Wistuba et al. 2000].

Die Erkenntnisse von Wistuba et al. (2000) sind mit den Ergebnisse dieser Studie vereinbar, da
Aberrationen, die groBere Areale betreffen, leichter mit der CGH gefunden werden. Die

Auswirkungen eines Verlustes auf 3p erkldren sich wahrscheinlich durch eine Deaktivierung
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oder Deletion von Tumorsuppressorgenen, die in diesem Bereich liegen und die Zelle vor
Entartung schiitzen.

Das FHIT-Gen, welches in seiner Funktion als Tumorsuppressorgen nicht nur der Tumorigenese
entgegenwirkt, fordert dariiber hinaus in seiner Abwesenheit die Invasivitit und die
Aggressivitit von Tumoren. Es konnte gezeigt werden, dass bei Inaktivitit des FHIT-Gens
Matrix-Metallo-Proteasen (MMPs) und Vimentin iiberdurchschnittlich stark exprimiert werden.
MMPs konnen mit ihrer enzymatischen Aktivitit die Basalmembran durchbrechen und spielen
mit Vimentin, einem Intermediérfilament, eine wesentliche Rolle bei der Migration und der
Invasion von malignen Zellen epithelialen Ursprungs [Joannes et al. 2010].

Analog zu den beobachteten Verlusten auf 3p in dieser Studie konnten Croce et al. (1999) einen
Verlust der Expression von FHIT signifikant haufiger in Plattenepithelkarzinomen als in
Adenokarzinomen detektieren. Der Verlust von FHIT fiihrt allerdings bei beiden Tumorentititen
zu einer signifikant schlechteren Prognose und kommt deshalb zum einen als prognostischer
Marker und zum anderen als Ansatz fiir eine therapeutisches Vorgehen in Frage [Huebner und
Croce 2003].

Weitreichende Auswirkungen konnten die Verluste auf 3p in der Region 3p21.3 haben, in der
eine Haufung von Genen beschrieben wurde, die der Entstehung von Tumoren entgegenwirken.
Unter anderem sind die Tumorsuppressorgene FUSI, SEMA3B und SEMA3F in dieser Bande
lokalisiert [ Lerman und Minna 2000; Hesson et al. 2007].

Das Tumorsuppressorgen FUSI wirkt proapoptotisch und kann die Proliferation von
Tumorzellen hemmen. In 82 % aller NSCLC konnte eine geringe oder gar keine Expression des
Tumorsuppressorgens festgestellt werden. Im Einklang mit der grofleren Zahl an Deletionen auf
3p in den Plattenepithelkarzinomen dieser Studie wurde von Prudkin et al. (2008) eine
niedrigere Fusl-Expressionsrate in Plattenepithelkarzinomen als in Adenokarzinomen gefunden.
In ersten Versuchen konnte durch die Transfektion von Fusl-Nanopartikeln in NSCLC-Zellen
die Expression von Fusl wieder hergestellt werden, was eine erneute Sensibilitdt der Zellen
gegeniiber Thyrosinkinase-Inhibitoren und die Induktion von Apoptose zur Folge hatte [Ji und
Roth 2008]. Die Ergebnisse der ersten klinischen Studien werden zeigen, ob dieser Ansatz
Anwendung in der Lungenkrebstherapie finden kann.

SEMA3B und SEMA3F sind ebenfalls Tumorsuppressorgene, die in Plattenepithelkarzinomen
unterdurchschnittlich stark exprimiert werden [Fujii et al. 2002]. Eine Erklérung fiir die niedrige
Expressionsrate konnten Deletionen sein, auch wenn in anderen Studien gezeigt wurde, dass
neben genetischen auch epigenetische Verdnderungen zu einer Inaktivierung dieser Gene fiithren

[Potiron et al. 2009].
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass auf den beiden aberrierten Chromosomenarmen,
die in dieser Studie hdufiger in Plattenepithelkarzinomen als in Adenokarzinomen gefunden
wurden, Gene lokalisiert sind, die die Eigenschaften der Tumoren relevant beeinflussen konnen.
Warum diese Aberrationen gehduft in Plattenepithelkarzinomen vorkommen und bei

Adenokarzinomen kaum eine Bedeutung haben, bleibt ungeklart.

4.3.2 Vergleich von Kurz- und Langzeitiiberlebenden

Nachdem die Ergebnisse dieses statistischen Vergleichs mit der FDR adjustiert wurden, zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede bei den Aberrationen von Kurz- wund
Langzeitiiberlebenden. Die Bedeutung der genetischen Verdnderungen, die groe Unterschiede
in den Ergebnissen beider Gruppen aufwiesen ohne dabei das Signifikanzniveau zu erreichen,
soll hier trotzdem diskutiert werden.

Zugewinne auf dem Chromosomenarm 12q konnten in dieser Studie héufiger bei
Kurzzeitiiberlebenden (26,3 %) als bei Langzeitiiberlebebenden (5 %) gefunden werden
(p =0,03; p adj. = 0,91). Mehrere Arbeitsgruppen konnten die Aberration ebenfalls in malignen
Lungentumoren finden [Berrieman et al. 2004; Job et al. 2010].

Das MDM2-Gen auf 12q15 wird verdichtigt, fiir die kurze Uberlebenszeit der betroffenen
Patienten verantwortlich zu sein [Bernheim et al. 2008; Weir et al. 2007]. Das Genprodukt von
MDM? steuert die Aktivitdt von p53. Es blockiert die Funktion von p53 als Transkriptionsfaktor
und beschleunigt seinen Abbau [ Vassilev et al. 2004]. P53 ist ein wichtiges Tumorsuppressorgen
und kann das Tumorwachstum effektiv hemmen. Die Tatsache, dass es in iiber 50 % aller
menschlichen Tumoren inaktiviert ist, unterstreicht seine Bedeutung fiir die Entwicklung von
Tumoren. Diese Inaktivierung kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. Am héufigsten wird das
Gen, dass auf 17p13.1 lokalisiert ist, durch direkte Mutation ausgeschaltet. Die Inaktivierung
von p53 durch Uberexpression seines Antagonisten MDM2 ist jedoch eine weitere Moglichkeit
fiir Krebszellen, sich vor Apoptose zu schiitzen, und damit Basis fiir die Entstehung einer
Krebserkrankung [Yi 2006]. Allein durch die Reduktion der MDM2-Wirkung konnten diese
Zellen wieder zur Apoptose befdhigt werden. Dieser Mechanismus ist das Ziel von MDM2-
Antagonisten, deren Wirksamkeit zurzeit untersucht wird [Wilkening et al. 2007; Klein und
Vassilev 2004].

Ein weiteres Gen, das fiir die schlechte Prognose der Patienten mit 12q+ verantwortlich sein
konnte, ist die CDK4. Dieses Gen ist auf 12q14.1 lokalisiert und reguliert den Ubergang der
Zelle von der G1- in die S-Phase. Eine Uberexpression der CDK4 konnte von Wu et al. (2011)
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in vielen Tumoren beobachtet werden und war mit einem signifikant kiirzeren Uberleben der
Patienten assoziiert. Moglicherweise wurde auch in den Tumoren dieser Studie durch
Zugewinne auf 12q die Expression der CDK4 gesteigert und dadurch eine kiirzere
Uberlebenszeit der betroffenen Patienten verursacht.

Welches der beiden Gene bei den Patienten mit Zugewinnen auf 12q in dieser Studie héufiger
verindert war und die kurze Uberlebenszeit verursachte, ist anhand der Ergebnisse dieser Studie
nicht zu kldren, da die Expressionsrate der verdichtigen Gene nicht untersucht wurde. Die
Frage, ob eines der beiden Gene als prognostische Marker oder Angriffspunkt fiir neue
Therapiestrategien eingesetzt werden konnte, kann ebenfalls erst durch weiterfiihrende Studien
beantwortet werden.

Im Vergleich zwischen Kurz- und Langzeitiiberlebebenden fielen aulerdem Zugewinne auf 1q
auf, die besonders hiufig im Genom von Langzeitiiberlebebenden (40 %) detektiert wurden und
nur in 16 % der Kurzzeitiiberlebenden auffindbar waren (p = 0,08; p adj. = 0,91). Eine mogliche
Erklarung fiir dieses Ergebnis wiére das Vorhandensein von Tumorsuppressorgenen auf 1q, die
durch eine verstirkte Expression das Fortschreiten der Erkrankung verlangsamen. Diese
Vermutung kann durch andere Studien bisher nicht bestdtigt werden. Vielmehr wurden
Zugewinne auf 1q mit schlechteren Uberlebensraten assoziiert und das Vorhandensein von
Onkogenen postuliert [Tai et al. 2004]. Beispielsweise ist das COX-2-Gen auf diesem
Chromosomenarm lokalisiert und im Fall einer tiberméBigen Expression mit einem schlechten
Uberleben assoziiert [Achiwa et al. 1999]. Um das lange Uberleben der Patienten mit
Zugewinnen auf 1q in dieser Studie zu erkldren, muss man davon ausgehen, dass neben Genen,
die mit einer kurzen Uberlebenszeit assoziiert sind, auch Gene auf 1q lokalisiert sind, die ein
lingeres Uberleben der Patienten erméglichen. Da es sich bei 1q um den lingsten
Chromosomenarm im menschlichen Genom handelt, scheint diese Koinzidenz durchaus
mdglich zu sein.

Die Aberration 5p+ zeigte ebenfalls eine groBlere Haufigkeit bei Langzeitiiberlebenden. Da die
Assoziation von S5p+ mit lingerem Uberleben noch deutlicher beim Vergleich der
Chromosomenarmverianderungen auffiel, wird sie in Abschnitt 4.3.3 diskutiert.

Verluste auf dem Chromosomenarm 18q konnten in 28 % der Langzeitiiberlebebenden und nur
in 5 % der Kurzzeitiiberlebenden detektiert werden (p = 0,08; p adj. = 0,91). Nach
Erkenntnissen von Weir et al. (2007) handelt es sich bei dieser Aberration generell um ein
héufiges Ereignis in malignen Lungentumoren. Die Beobachtung von Pan et al. (2005), dass

18g- besonders hédufig bei Adenokarzinomen zu finden ist, kann durch die Ergebnisse dieser
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Studie nicht bestdtigt werden, da die Verluste in 16 % der Adenokarzinome und sogar in 22 %
der Plattenepithelkarzinome aufgetreten sind.

Tan et al. (2003) konnten zeigen, dass die Expression des auf 18q lokalisierten Gens Cables,
dessen Genprodukt ein Bestandteil des Zellzyklus ist, mit Verlusten auf diesem
Chromosomenarm korreliert. Die Expression von Cables im Tumorgewebe ging in der
Untersuchung von Tan et al. (2003) jedoch nicht mit einer verinderten Uberlebenszeit einher.
Mit BCL-2 liegt ein weiteres Gen auf 18q, das eine Bedeutung in der Entstehung von
Lungenkrebs hat. Eine hohe Expressionsrate von Bc/-2 ging in einer Studie von Martin et al.
(2003) mit einer erhohten Uberlebensrate einher.

Warum die in dieser Studie gefunden Verluste auf 18q jedoch héufiger in
Langzeitiiberlebebenden gefunden wurden, kann weder durch die Funktion von Cables noch
durch Bcl-2 erklart werden. In einer Studie von Fong KM et al. (1995) konnte keine
Auswirkung von 18g- auf die Uberlebenszeit der untersuchten Patienten festgestellt werden, so
dass eine zufillige Haufung in den Ergebnissen dieser Studie nicht ausgeschlossen werden

kann.

4.4 Auswirkungen einzelner Aberrationen auf die Uberlebenszeit

Beim Vergleich der Uberlebenszeit von Patienten, die eine Einzelarmverinderung aufwiesen,
mit der Uberlebenszeit von Patienten ohne die jeweilige Aberration, zeigte sich, ob die
Aberration ein kiirzeres oder lingeres Uberleben der Patienten bewirkte. Verluste auf 5q, 7q,
19p und 19q waren mit einem lingeren Uberleben assoziiert. Sie wurden jedoch jeweils nur in
einem Tumorgenom gefunden. In bis zu 3 Féllen konnten die Aberrationen 1p+, 20p- und 21q+
detektiert werden. Damit waren die genannten Aberrationen nur in weniger als 5 % der
Tumorgenome vertreten. Die Aussagekraft dieser Ergebnisse als Ursache fiir eine kurze bzw.
lange Uberlebenszeit der betroffenen Patienten ist dadurch sehr gering. Deshalb werden sie hier
nicht diskutiert.

Die Verdnderung 12q+ ist im Gegensatz dazu statistisch gesehen interessanter, da sie in den
Tumoren von 9 Patienten gefunden wurde, die mit einer 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit
von 25 % eine deutlich schlechtere Prognose hatten, als Patienten ohne die Aberration mit 52 %
(p = 0,06; p adj. = 0,64). Dies bestétigen auch die Ergebnisse des Vergleichs von Kurz- und
Langzeitiiberlebenden und unterstreicht die Relevanz dieser Aberration. Die Bedeutung und der

Mechanismus, iiber den sich die Aberration auswirkt, wurden in Abschnitt 4.3.2 diskutiert.
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Ein Zugewinn auf 5p lag in 22 Tumorgenomen dieser Studie vor und definiert eine Gruppe, die
mit 61,9 % eine hohere 5-Jahres-Uberlebensrate hatte als die Fille ohne 5p+ (43,2 %).
Obwohl der Unterschied nicht das Signifikanzniveau erreichte (p = 0,07; p adj. = 0,67) soll eine
mogliche Bedeutung dieser Aberration diskutiert werden, da Auswirkungen der Zugewinne auf
5p in der Tumorigenese bereits beschrieben wurden.

5p15.33 ist der Genort der ATERT, die fiir die katalytische Komponente der Telomerase kodiert
und in bis zu 80 % der NSCLC {iiberexprimiert wird [Van Dyke et al. 2009]. Es besteht die
Vermutung, dass die erhohte Aktivitdit des Gens in Tumoren durch die Verlingerung der
Telomere zur Unsterblichkeit der Zellen fiihrt [Weir et al. 2007]. Zhu et al. (2006) konnten
zeigen, dass die Uberexpression der ATERT und die Unsterblichkeit der Tumorzellen mit einer
niedrigen Uberlebensrate der betroffenen Patienten einhergeht. Entgegen der Beobachtung von
Zhu et al. (2006) waren Zugewinne auf 5p bei den Patienten dieser Studie mit einem langeren
Uberleben assoziiert. Eine mogliche Erkldrung wire, dass in dieser Studie aus Zugewinnen auf
5p keine Uberexpression der hTERT resultierte, sondern andere Verinderungen auf genetischer
Ebene einhergingen. Weitere Zugewinne auf 5p15.31 und 5p14.3 wurden bereits als haufige
Aberrationen beschrieben. Die betroffenen Gene und ihre Bedeutung sind aber noch ungeklart
[Weir et al. 2007].

Patienten, deren Tumoren Verluste auf dem Chromosomenarm 4q aufwiesen, hatten mit 33 %
eine niedrigere 5-Jahres-Uberlebensrate als die Patienten ohne diese Verluste (53,3 %). Der
Unterschied ist statistisch nicht signifikant. Wegen ihrer Bedeutung im onkogenetischen Baum
der Plattenepithelkarzinome wird die Aberration jedoch in Abschnitt 4.3.4 diskutiert.

Wie schon beim Vergleich zwischen Kurz- und Langzeitiiberlebebenden, war die Aberration
1g+ mit einem lingeren Uberleben der Patienten assoziiert. Der Unterschied zwischen der
Uberlebenszeit von Patienten mit und ohne dieser Einzelarmverinderung war jedoch nicht

signifikant. Zur Bedeutung dieser Aberration siehe Abschnitt 4.3.2.

4.5 Onkogenetische Biume

Beim Vergleich der onkogenetischen Bdume von Adeno- und Plattenepithelkarzinomen fillt die
deutlich stirkere Verdstelung bei den Plattenepithelkarzinomen auf. Zuriickzufiihren ist sie
darauf, dass bei Plattenepithelkarzinomen eine grofere Zahl an Aberrationen mit einer
Haufigkeit von mindestens 20 % detektiert wurden. Urséchlich fiir dieses Ergebnis konnte eine
groBere genetische Instabilitidt der Plattenepithelkarzinome sein. Beim Vergleich der beiden

Tumorentititen konnte bereits gezeigt werden, dass Plattenepithelkarzinome eine groBere
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Anzahl an Verlusten, Zugewinnen, Amplifikationen und Gesamtverédnderungen aufwiesen als
Adenokarzinome. Statistisch war dieser Unterschied jedoch nur fiir die Zahl der
Amplifikationen signifikant (p = 0,01).

Beim Vergleich der beiden onkogenetischen Baume fallen die Aberrationen 1q+, 5p+ und 8q+
auf, da sie in beiden Béumen vertreten sind. Wie in den Abschnitten 4.2.1 und 4.2.2 gezeigt
wurde, konnten die genannten Zugewinne auch von anderen Autoren in beiden Tumorentititen
gefunden werden. Moglicherweise handelt es sich bei den Aberrationen um Verdnderungen, die
unabhéngig von der Tumorentitit, spezifisch fiir maligne Lungentumoren sind. Eventuell sind
diese Verdnderungen aber auch unspezifische Merkmale von malignen Tumoren unabhingig
vom Gewebe, aus dem sie hervorgehen.

Die Zugewinne auf 1q und 5p bildeten in beiden onkogenetischen Biumen eigene Aste, die
nicht mit einer erhohten genetischen Instabilitit assoziiert waren. Die Bedeutung von 1q+
(sieche Abschnitt 4.3.2) und 5p+ (siehe Abschnitt 4.3.3) wurde bereits diskutiert.

Neben den Auswirkungen einzelner Aberrationen auf die Entwicklung von Lungentumoren gibt
es auch Aberrationen, die gehduft zusammen auftreten und die in ihrer Gesamtheit Einfluss auf
die Tumorigenese nehmen. Hoglund et al. (2004) konnten 3 verschiedene Gencluster im Genom
der Bronchialkarzinome identifizieren, von denen eines durch die Aberration 3p- charakterisiert
wurde.

Verluste auf 3p wurden auch in den Ergebnissen dieser Studie gefunden. Der onkogenetische
Baum der Plattenepithelkarzinome offenbarte mit 4g- und 5qg- dariiber hinaus zwei weitere
Aberrationen, die hédufig in Verbindung mit 3p- auftraten. Die Annahme von Hoglund et al.
(2004), chromosomale Cluster seien unabhangig vom histologischen Typ in Lungentumoren zu
finden, kénnen die Daten dieser Studie nicht bestitigen, da der onkogenetische Baum der
Adenokarzinome kein vergleichbares Cluster zeigt.

Im Folgenden wird die Bedeutung der Aberrationen des beobachteten Cluster genauer erortert.
Die Auswirkungen der Verluste auf 3p wurden bereits in Abschnitt 4.3.1 diskutiert.

Verluste auf 4q konnten ebenfalls mit der Entstehung von Lungenkrebs in Verbindung gebracht
werden. Mit Hilfe von CGH-Untersuchungen zeigten Petersen et al. (1997), dass 4g- zu den
héufigen Verédnderungen im Genom von NSCLC-Patienten gehdrt. In einer Studie von Wrage et
al. (2009) konnte die Aberration mit einer frilhen Mikrometastasierung assoziiert werden.
Verluste auf 4q waren signifikant hdufiger mit Mikrometastasen im Knochenmark verbunden,
wohingegen Patienten ohne Mikrometastasen keine Verluste oder sogar Zugewinne in dieser
Region zeigten. In dhnlicher Haufigkeit wie bei den Mikrometastasen konnten Verluste auf 4q

auch in Hirnmetastasen nachgewiesen werden [Wrage et al. 2009]. Wenn sich diese Ergebnisse
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bewahrheiten und Tumoren mit Verlusten auf 4q zu frilher Metastasierung neigen, so ist es
wahrscheinlich, dass mit der frilhen Metastasierung auch eine schlechte Prognose verbunden ist.
Diese These ist mit den Ergebnissen dieser Studie vereinbar, da betroffene Patienten eine
geringere 5-Jahres-Uberlebensrate aufwiesen (siche Abschnitt 4.3.3).

Die Indikation zur Operation in kurativer Intention wird nur gestellt, wenn eine Metastasierung
klinisch ausgeschlossen ist oder operativ beherrscht werden kann. Falls zum
Operationszeitpunkt der Patienten mit dieser Aberration bereits Mikrometastasen vorhanden
waren, wiirde es den fritheren Progress des Tumorleidens erkldren. Wére zum
Operationszeitpunkt bereits eine klinisch okkulte Hirnmetastase vorhanden, so wiirde es
ebenfalls den geringen Operationserfolg erkldren, da Hirnmetastasen durchschnittlich ein Jahr
nach der Erstdiagnose des Tumors erkannt werden und trotz addquater Therapie innerhalb von
4 Monaten zum Tod des Patienten fiihren [Ricciardi und de Marinis 2010].

Es wire wiinschenswert, die Erkenntnisse von Wrage et al. (2009) und den prognostischen Wert
der Verluste auf 4q in weiteren Studien zu iiberpriifen und gegebenenfalls eine Strategie gegen
die schlechte Prognose zu entwickeln. Mdglich wére es zum Beispiel, das Tumorgewebe nach
der Operation auf Aberrationen zu untersuchen und betroffene Patienten individuell zu
therapieren. Vorstellbar wire beispielsweise eine prophylaktische Hirnbestrahlung der Patienten,
wie sie aus der Therapie des kleinzelligen Bronchialkarzinoms bekannt ist.

Neben 3p- und 4q- wurde das Gencluster durch Verluste auf 5q gepriagt. Von Boelens et al.
(2009) und Chujo et al. (2002) wurde 5g- im Genom von Bronchialkarzinomen detektiert. Weir
et al. (2007) haben PDE4D als ein mogliches Tumorsuppressorgen auf 5q beschrieben. Das
Genprodukt von PDE4D ist die Phosphodiesterase 4D, ein Enzym, das in den Zellen der
Atemwege fiir den Abbau von cAMP (,,Cyclic adenosine monophosphate®) verantwortlich ist.
Mit APC wurde ein weiteres Gen auf 5q entdeckt, das als Tumorsuppressorgen wirkt und an der
Tumorigenese beteiligt ist [Ding et al. 2008]. APC ist ein Bestandteil des Wnt-Signalweges
(,,Wingless-type MMTV integration site”) und bewirkt den Abbau von p-Catenin. Bei
Inaktivitit des Gens kann B-Catenin intrazelluldr kumulieren und als Transkriptionsfaktor fiir
Onkogene wie zum Beispiel MYC wirken [Ohgaki et al. 2004]. Die Patienten dieser Studie, bei
denen 5g- im Tumorgenom gefunden wurde, hatten eine geringere 5-Jahres-Uberlebensrate als
die Patienten ohne diese Aberration. Der Unterschied in der Uberlebenszeit erreichte allerdings
nicht das Signifikanzniveau (siche Tabelle 50 im Anhang).

Ob die beiden Tumorsuppressorgene durch die Verdnderungen auf 5q betroffen sind, kann zu
diesem Zeitpunkt nur vermutet werden. Eine Expressionsanalyse der beschriebenen Gene

konnte bei der Kldrung dieser Frage helfen.
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5. Zusammenfassung

5.1 Erkenntnisse dieser Studie

In dieser retrospektiven Studie wurden aus den 237 an Lungenkrebs operierten Patienten des
Gesamtkollektivs 80 ausgewihlte Félle mit der komparativen genomischen Hybridisierung
(CGH) auf Veranderungen im Genom untersucht. Ein besonderer Schwerpunkt der Studie lag
auf der Suche nach genomischen Verinderungen, welche die Uberlebensrate der Patienten
beeinflussen.

Zusammenfassend konnten die CGH-Ergebnisse dieser Studie die fiir NSCLC typischen
Aberrationen bestitigen. Dariiber hinaus zeigten die Adenokarzinome Zugewinne auf 16p, 5q
und 8p. Diese 3 Verdnderungen im Genom der untersuchten Adenokarzinome und Verluste auf
18q im Genom der Plattenepithelkarzinome konnten in 12 — 22 % der Tumoren detektiert
werden. Sie wurden jedoch nicht von vergleichbaren Studien beschrieben.

Beim Vergleich der beiden Tumorentitdten wurden mehr Zugewinne auf 3q, haufigere Verluste
auf 3p und mehr Amplifikationen in Plattenepithelkarzinomen als in Adenokarzinomen
gefunden. Eine Vielzahl von Genen wurde bereits auf den beiden auffilligen
Chromosomenarmen beschrieben, die teilweise prognostische Relevanz fiir das Uberleben der
Patienten haben. Die verschiedene Entwicklung der beiden Tumorentititen und ihre
morphologischen Unterschiede konnten mit den chromosomalen Imbalancen jedoch nicht
erklart werden.

Der statistische Vergleich zwischen Kurz- und Langzeitiiberlebenden zeigte keine signifikanten
Unterschiede der CGH-Ergebnisse. Dennoch war die Aberration 12g+ héufiger im Genom von
Kurzzeitiiberlebenden und 1q+, 5p+ sowie 18q- hdufiger im Genom von Langzeitiiberlebenden
zu finden.

Die Analyse der Auswirkungen einzelner Aberrationen auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit
der betroffenen Patienten zeigte ergidnzend, dass Zugewinne auf 12q mit einer niedrigen 5-
Jahres-Uberlebensrate und Zugewinne auf S5p mit einer hohen 5-Jahres-Uberlebensrate
assoziiert waren. Auch in dieser Analyse erreichten die beiden Ergebnisse jedoch nicht das
Signifikanzniveau. Verluste auf 5p und 7q waren im Vergleich zwar mit einer signifikant
besseren Prognose assoziiert, wegen der geringen Héaufigkeit und der damit verbundenen
geringen Aussagekraft wurden die beiden Aberrationen, genauso wie andere seltene

Aberrationen, nicht tiefergehend betrachtet.
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Die Darstellung der hdufigen Aberrationen in onkogenetischen Bdumen ergab Hinweise auf eine
groBere genetische Instabilitdt der Plattenepithelkarzinome, die durch die groBere Zahl an
Amplifikationen bei dieser Tumorentitét gestiitzt wird.

Zugewinne auf 1q, Sp und 8q waren in beiden onkogenetischen Bdumen zu finden und kénnten
daher ein allgemeines Merkmal von malignen Lungentumoren sein.

Ein in der Literatur beschriebenes Gencluster, das durch Verluste auf 3p gekennzeichnet war,
konnte im onkogenetischen Baum der Plattenepithelkarzinome gefunden werden. 3p- trat in den
Tumoren dieser Studie hdufig zusammen mit den Aberrationen 4q- und 5q- auf.

Um die Bedeutung der Aberrationen im Einzelnen und die Auswirkungen ihrer Kombination auf
den Verlauf der Erkrankung zu kléren, sind weitere Studien nétig.

Im onkogenetischen Baum der Adenokarzinome konnte kein vergleichbares Gencluster

gefunden werden.

5.2 Kritische Betrachtung

Grundlage fiir das Konzept dieser Studie war die retrospektive Untersuchung des vorhandenen
Patientenkollektivs. In der Datenbank wurden alle relevanten Patientendaten und
Untersuchungsergebnisse frithzeitig erfasst und sorgfiltig verwaltet, so dass es keine fehlenden
Daten gab, die die retrospektive Betrachtung behindert hitten.

Fiir die Untersuchung der Tumorgenome wurde die CGH ausgewéhlt. Vorteil dieser Methode
war es, mit einer Untersuchung das gesamte Genom einer Gewebeprobe analysieren zu kdnnen
und dabei den gegebenen finanziellen und zeitlichen Rahmen einzuhalten. Die Methode ist
bereits seit 1992 etabliert und hat sich fiir die Untersuchung von Tumoren bewihrt. Der Einsatz
dieser Methode ist allerdings auf das Erkennen von quantitativen Verdnderungen im Genom
beschrinkt. Im Gegensatz zu Verlusten und Zugewinnen konnten Inversionen oder
Translokationen mit der CGH-Untersuchung nicht erkannt werden. Um ein verldssliches
Ergebnis zu erhalten, war die Auswahl der Gewebeprobe der entscheidende, erste Schritt der
Untersuchung. Mit steigender Heterogenitit der Gewebeprobe steigt die Gefahr, ein verfilschtes
Ergebnis zu erhalten. Um eine gleichbleibende Qualitdit im Laufe dieser Studie zu
gewihrleisten, wurde die Auswahl aller Tumorproben von demselben erfahrenen Pathologen
durchgefiihrt. Auch die Interpretation der Ideogramme, die individuell unterschiedlich ausfallen

konnte, wurde ausschliefllich von einem Team in gleicher Zusammensetzung durchgefiihrt.
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5. Zusammenfassung

Die Auflosung der CGH, die eine Beurteilung der Verinderungen chromosomaler Banden
zulasst, Aberrationen einzelner Gene jedoch nicht detektieren kann, stellte eine weitere
methodische Einschrinkung dar.

Um die Aussagekraft dieser Studie zu erhohen, wire eine grofere Zahl an untersuchten
Tumoren wiinschenswert gewesen. Besonders eine groBere Zahl an Adenokarzinomen wire
interessant gewesen. Da mehr als doppelt so viele Plattenepithelkarzinome wie Adenokarzinome
untersucht wurden, reichte die Zahl der untersuchten Tumoren dieser Entitét aus, um groBer zu
sein als bei vergleichbaren Studien.

Aus statistischer Sicht wire es auch wiinschenswert gewesen, das Gesamtkollektiv auf
genetische Verdnderungen zu untersuchen und nicht nur eine Auswahl von Patienten mit kurzer
oder langer Uberlebenszeit fiir die CGH zu selektieren. Da jedoch ein finanzieller und zeitlicher
Rahmen eingehalten werden sollte, gewihrleistete die Auswahl von Kurz- und
Langzeitiiberlebenden eine starke Kontrastierung und damit ein hohes Mal3 an Information pro
untersuchtem Tumor.

Uber das Kollektiv der operierten Patienten hinaus wire es interessant, auch die groBe Gruppe
der Lungenkrebspatienten zu untersuchen, die sich bereits zum Zeitpunkt der Diagnose in einem
inoperabelen Stadium befinden. Mdglicherweise finden sich in den Tumoren dieser Gruppe
genetische Verdnderungen, die flir besonders schnellen Progress der Erkrankung oder friihe

Metastasierung verantwortlich sind dhnlich wie bei den Kurzzeitiiberlebenden dieser Studie.

5.3 Ausblicke

Ziel der Lungenkrebsforschung ist es, die Mechanismen der Tumorigenese besser zu verstehen
und Ansétze fiir ein therapeutisches Vorgehen zu finden. In den Ergebnissen dieser Studie
wurden Hinweise darauf gefunden, dass einzelne Aberrationen ein kurzes oder langes
Uberleben der Patienten bewirken kénnen. Die Aufgabe kommender Studien wird es sein, durch
ergénzende Methoden die Verbindung der genomischen Verédnderungen zu Verdnderungen im
Genexpressionsmuster der Tumorzellen herzustellen. Erst dann wird sich zeigen, ob die
betroffenen Gene Angriffspunkte fiir neue Therapiestrategien bieten konnen.

Die Untersuchung des Genoms von Lungentumoren hat in den letzten Jahren bereits zu einem
stetig wachsenden Wissen iiber die Mechanismen der Tumorigenese auf zelluldrer und
genetischer Ebene gefiihrt. Neue Therapiestrategien konnten etabliert werden, die noch vor
wenigen Jahren undenkbar waren. Da die Therapieansitze auf genetischer Ebene das Uberleben

der Patienten bisher jedoch nur um einige Monate verlingern konnten, miissen weitere
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5. Zusammenfassung

Anstrengungen fiir ein besseres Verstindnis der Erkrankung unternommen werden. Nur dann
kann in den ndchsten Jahren das Ziel erreicht werden, Patienten individuell und kausal an den
der Krankheit zugrundeliegenden Funktionsstérungen zu behandeln und damit ihre Prognose zu

verbessern.
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6. Anhang: Tabellen 45 - 50

6. Anhang: Tabellen 45 - 50

Patienten-

Alter und

UICC-

nummer |Geschlecht|Stadium Zugewinne Verluste

1 70 m la 1q, 2p, 8q23qter, 17q -

2 70 m la 1p32pter, 8q22qter, 16q, 20p |-

3 77 m la 1q, Spl4q21, 16pllpl2,17q |8pl2pter

4 76 m la 5p -

5 60 w la 1q -

6 68 m la 1q, 6p21pter, 8q24qter, 19q 20p

7 78 m la 5p, 15g21qter, 20q11q12 -

8 50 m 1b - 13q

9 62 m 1b 1q, 6p, 7, 8q 3, 6q, 8pl2pter, 9, 13q

10 62 m 1b 1q, 2, 6p21pter, 8q23qter 4q32qter, 6q, 9p

11 72 m 1b - -

12 66 m 1b 1q, 5p, 8p, 8q24qter, 17q 3p, 5q, 6q16q21, 9p13pter,

11p, 11g22qter, 17p, 18q

13 72 m 1b 1q, Spterql4, 8q21q24, 12p, 6ql69g21, 8pterql3, 9, 11p,
16p, 17q, 19p, 21q 18q

14 76 m 2a - -

15 66 m 2a 16, 22q -

16 61 m 2a Ip31pter, 1q12q925, 2p22pter, |4pllplS5, 5qlliqls,
3q, 5922932, 6pterql6, 6q21qter, 8p21pter,
8pl2qter, 12q13q24, 14q, 16p, | 11q23qter, 12p12pter, 15q,
17q, 20 18q21qter

17 78 m 2b 5p, 8q24qter -

18 79w 2b 8q22qter, 17q Ip36pter, 17p, 19p13pter,

19q13qter

19 52m 2b - -

20 44 m 2b 3926926, 8, 10p, 12, 14q11g21|9q13q21

21 57 m 3a 5p, 12p, 16p 14g22qter, 16q, 22q

22 66 w 3a 1q, 5p, 7p, 7q11q31, -
11q12q23, 12, 20p

23 63 w 3a 1q 1p21p31, 6q12qg24, 18q

24 67w 3a - -

25 46 w 3a 1q -

Tabelle 45: Bandengenaue CGH-Ergebnisse der Adenokarzinome.
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Patienten- [ Alter und |UICC- Zugewinne Verluste
nummer |Geschlecht |Stadium | “"&*Y "
26 75 m la - -
27 80 m la 1921925, 2p22pter, 5p, -
7q11921, 7q22qter, 8q13q21,
8q23qter, 11q, 14q, 15q15q24
28 66 m la X -
29 75 m la 1g41qter, 3q, 5p, 10p, 12p 3p, 4q, 59, 9, 13ql4qter,
18q, 21q
30 77 m la 1q, 2p13pter, 3q13qter, 5p, -
Tplipll
31 58 m la 5p, 20q1l1ql2 -
32 74 m la - -
33 65 m la Tp21pter, 12, 14q31qter, 17q, |3p, 4923qter, 5q, 9, 10q,
19 11p, 13q
34 72 m la 13g34qter -
35 63 m 1b 1q, 2pl6p21, 3q, S5p, 7pterq3 1, | 2q34qter, 18q
8q21qter, 12p, 14q11q24,
17q23qter, 18p, 20p12qter,
22q
36 71w b - -
37 59 m 1b 1, 2p23q31, 3q22qter, 5p, -
6pllp21, 7q
38 64 m 1b 2p13p23, 3g23qter, 5p, 8q, -
14q
39 50 m 1b - -
40 62 m 1b 3q24qter, 4q12q21, 5p, -
6p21p21, 8q, 9q, 11pterql4,
12p, 14ql1qll, 15q
41 70 m b 1q12q31, 2p, 3g25qter, 3p, 9p13pter, 10q22qter,
4p15q33, 6p12p21, 6ql4qter, |11g22qter, 13ql1q31, 14q,
7q, 8pl2qter, 10p, 11q12ql14, |16, 17p, 20, 21q
12pterq23, 15q14q24, 17q,
18q
42 75 m 1b 3q,4ql1ql3, 7ql1q31, 3p, 8p2lpter, 9pterq22,
11q13ql4, 20q11q13 10g25qter, 11q23qter, 13q,
16q, 17pterq12, 20q13qter,
22ql3qter
43 65 m 1b 4pllpl3, 5p, 7q, 11q12ql13, 6qloqter, 11p12pter, 13q,
16p 15q, 18q
44 67 m 1b 3q27qter, 7pllqll, 19q12ql3 |-
45 64 m 1b 3q, 6q24qter, 12p, 12q23qter, |3p, 4, 59, 8p22pter, 9,
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16p, 20 11pl5pter, 13q

46 61 m 1b 3q, 4921928, 8q, 6p 3p, 4q31qter, 5q, 9p21pter,

10q, 14q, 16q, 18q

47 74 m 1b 1q25qter, 2p13p21, 2q11q34, |[2q35qter, 3p, 4q13qter, 5q,
3q26qter, 5p, 8q, 18ql1qll, 8p2lpter, 10g21g21,
20q, 22ql1ql2 11g21qter, 13q

48 74 m 1b - -

49 52 m 1b - -

50 71 m 1b 1q41qter, 2pl4pter, 2q11ql14, |1p13p31, 3p12p23, 4,
3p24pter, 3g21qter, Sp, 5ql3qter, 9, 11pl4pter,
8pllpl2, 8q, 10p, 11q12ql4, |13q21qg21, 18q, 21q
11922923, 12q14q15, 18p,
19q, 20q, Xq26qter

51 81 m 1b 1p21p36, 1q12qg31, 3q, 3p, 4922qter, 5q, 7, 10q,
4p13ql3, 5p, 6, 17q, 18q, 20q, | 16q11q13
21q, Xq26qter

52 70 m 1b 3q21qter, 18p 3p12p24, 4q31q34,

5ql1q23, 8pl2pter,
11ql4qter, 13q, 18q, 20p

53 64 m 1b 2plépter, 3q22qter, 5p, 2q32qter, 3p, 4q24qter, 5q,
8p2lqter, 17q22qter, 20 6p22pter, 7p13pter,

8p22pter, 9, 12pllpll,
14q, 15q, 18q, 21q

54 64 w 2a 1q, 3q, 6p, 7pterql1, 8pllpl2 |3p, 4p15p16, 4922926,

4q31qter, 5q11qg31,
8p22pter, 8q13g21,
9p13pter, 13q, 17p, 18q

55 74 m 2a 1q, 2p13pter, 3q, 5p, 64, 1p13p21, 3p, 6p23pter,
8g21qter, 11q13ql3, 8p22pter, 8q12ql3,
12q13ql5, 16q, 18ql1qg21, 9p2lpter, 11p, 11q24qter,
19q13q13 18q22qter

56 72 m 2a 1921931, 1q4l1qter, 2pl4pter, |1pl13p31, 1p35pter, 3p, 4p,
2q, 3q, 7, 13q11q14, 4q26qter, 8p21pter,
16p13pter, 20p 9p13pter, 13q22qter,

15q11923, 17p

57 57w 2a 1q, 3922qter, 6p22pter, 1p13p22, 2q37qter,
8g21qter, 14q24qter Tp13pter, 8pterql3,

11ql4qter, 12p, 12q24qter,
18q

58 53 m 2a 3q 1p36pter

59 64 m 2b 2pterq33, 3ql1qg21, 3g26qter, |1pllp32, 1p35pter,

8pllpl2, 11q13ql4,
12pterq22, Xq27qter

2q35qter, 3p, 4pterq32, 5q,
6p21pter, 6q, 8p21pter,
11g23qter, 13q, 17p, 21q
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60 66 m 2b - -

61 59 m 2b 20q 13q14q22

62 67 m 2b 3q, 7q11qg31, 17q 3p, 59, 9p

63 60 m 2b 1q31q31, 1q41q42, 3q26qter, |3p21pter, 3q13ql3, 4p,
7ql1q31, 8pllpl2, 11q13ql3, |4927qter, S5ql4qter,
15q24qter, 16q, 18plipll, 6p22pter, 8p21pter,
18921921, 22q 8q12q21, 9p21pter,

11pl4pter, 13q12q13,
13g22qter

64 68 m 2b - -

65 77 m 2b 3qg26qter, 20, 22q 3p, 13q

66 76 m 2b 2pl1pl2, 3g22qter, 5p, 7p, 1p, 2q34q35, 3p12pter,
11q13ql4, 14q, 15q13q21 4p15pter, 8p12pter,

9p21pter, 21q22qter

67 65 m 2b - -

68 65w 2b 3q23qter, 7pterq21, 11p11ql3, |3p, 4pldpter, 5q12q31,
14921924, 18p, 19q 6ql5qter, 9p21pter, 18q,

21q

69 51m 2b 17q11qg21 -

70 73 m 2b 1921922, 3q12q23, 6p21p22, |3pl2pl3, 6p23pter,
Tpterq33, 11q12ql4, 6q12925, 13q
14g22qter, 17q11q21,
20ql1qll

71 62 m 2b 1q42qter, 2p13pl6, 3q23qter, |3p, 4p, 5q11923, 8p12pter,
6pl12p21, 7ql1q21, 8pllpl2, |9p, 10q, 11pl4pter, 13q
12p, 16p, 19

72 45 w 2b 3q26qter, 7q11g21, 8q24qter, |1p21p31, 3p, 4
9q, 12p, 12q12q13

73 59 m 3a 3q26928 -

74 54 m 3a - 9p

75 61 m 3a 2p13p21, 5p -

76 69 m 3a 2p15p21, 10p -

77 60 m 3a - -

78 69 m 3a 16q, 18p 1p21p31, 5p, 13q12qg22

79 62 m 3b 1q41qter, 6p22pter, 8pllpl2, |13q
18p

80 67 m 3b 1921922, 3g22qter, 7q, 1p, 2q34qter, 3p, 4, 5q,

8pl12qter, 9pterq13, 10p, 12p,
14q11q12, 22q11q13

8p21pter, 18q, 21q

Tabelle 46: Bandengenaue CGH-Ergebnisse der Plattenepithelkarzimome.
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Adenokarzinome
Chromosomen- Haufigkeit
arm absolut | relativ
Ip+ 2 8 %
1p- 2 8%
Iq+ 12 48 %
1qg- 0 0 %
2p+ 3 12 %
2p- 0 0%
2q+ 0 0 %
2g- 0 0%
3p+ 0 0%
3p- 2 8%
3q+ 2 8%
3q- 1 4 %
4p+ 0 0 %
4p- 1 4%
4q+ 0 0%
4q- 1 4 %
5p+ 8 32%
5p- 0 0%
5q+ 3 12 %
5¢q- 2 8%
6p+ 4 16 %
6p- 0 0%
6q+ 1 4%
6q- 6 24 %
Tp+ 2 8 %
Tp- 0 0%
7q+ 2 8%
79- 0 0%
8p+ 3 12 %
8p- 4 16 %
8q+ 11 44 %
8q- 1 4%
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Plattenepithelkarzinome

Chromosomen- Haufigkeit
arm absolut | relativ
Ip+ 2 4%
1p- 10 18 %
1gq+ 15 27 %
1q- 0 0 %
2p+ 16 29 %
2p- 0 %
2q+ 4 7 %
2q- 7 13 %
3p+ 1 2%
3p- 24 44 %
3q+ 32 58 %
3q- 1 2%
4p+ 3 5%
4p- 11 20 %
4q+ 5 9%
4q- 15 27 %
5p+ 16 29 %
5p- 1 2%
5q+ 0 0%
59- 16 29 %
6p+ 10 18 %
6p- 6 11 %
6q+ 3 5%
6q- 3 5%
Tp+ 8 15 %
7p- 3 5%
Tq+ 16 29 %
7q- 1 2%
8p+ 9 16 %
8p- 15 27 %
8q+ 13 24 %
8q- 4 7 %
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9p+ 0 0%
9p- 4 16 %
9q+ 0 0%
9g- 3 12 %
10p+ 1 4%
10p- 0 0%
10g+ 0 0%
10qg- 0 0%
11p+ 0 0 %
11p- 2 8 %
l1g+ 1 4%
11g- 2 8 %
12p+ 4 16 %
12p- 1 4 %
12q+ 3 12 %
12qg- 0 0%
13g+ 0 0%
13qg- 2 8 %
14q+ 2 8 %
14q- 1 4 %
15g+ 1 4 %
15¢g- 1 4 %
l6p+ 5 20 %
16p- 0 0%
16q+ 1 4%
16q- 1 4 %
17p+ 0 0 %
17p- 2 8 %
17q+ 6 24 %
17g- 0 0%
18p+ 0 0%
18p- 0 0%
18q+ 0 0 %
18q- 4 16 %
19p+ 1 4%
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9p+ 1 2%
9p- 17 31 %
9q+ 3 5%
9g- 6 11 %
10p+ 4 7%
10p- 0 0%
10q+ 0 0 %
10qg- 7 13 %
11p+ 2 4 %
11p- 7 13 %
11g+ 12 22 %
11g- 7 13 %
12p+ 10 18 %
12p- 2 4 %
12q+ 7 13 %
12¢g- 1 2%
13q+ 2 4%
13¢g- 19 35%
14q+ 10 18 %
14q- 3 5%
15g+ 5 9%
15¢g- 3 5%
16p+ 4 7%
16p- 1 2%
16q+ 3 5%
16q- 4 7%
17p+ 0 0 %
17p- 5 9%
17q+ 8 15 %
17g- 1 2%
18p+ 7 13 %
18p- 0 0%
18q+ 5 9%
18¢- 12 22 %
19p+ 2 4%
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19p- 1 4% 19p- 0 0 %
19q+ 1 4% 19g+ 6 11 %
19¢- 1 4 % 19¢- 0 0%
20p+ 3 12 % 20p+ 5 9%
20p- 1 4% 20p- 2 4%
20q+ 2 8 % 20q+ 11 20 %
20q- 0 0 % 20q- 2 4%
21q+ 1 4% 21q+ 1 2%
21g- 0 0 % 21g- 8 15 %
22q+ 1 4% 22q+ 5 9 %
22g- 1 4% 22g- 1 2%
Xp+ 0 0 % Xp+ 1 2%
Xp- 0 0 % Xp- 0 0 %
Xq+ 0 0 % Xq+ 4 7%
Xg- 0 0 % Xq- 0 0%
Tabelle  47: Liste der  verdnderten  Chromosomenarme  von  Adeno-  und

Plattenepithelkarzinomen.
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Chromosomen- Adenokarzinome Plattenepithelkarzinome Adj.
arm absolut relativ absolut relativ p-Wert p-Wert
1p- 2 8% 10 18 % 0,32 0,85
Ip+ 2 8% 4% 0,59 1,00

1g- 0 0% 0 0% - -
lq+ 12 48 % 18 33% 0,22 0,81
2p- 0 0% 0 0% - -
2p+ 3 12 % 16 29 % 0,16 0,68
2g- 0 0% 7 13 % 0,092 0,49
2q+ 1 4% 5 9% 0,66 1,00
3p- 2 8 % 24 44 % 0,0017 0,062
3pt 0 0% 1 2% 1,00 1,00
3q- 1 4% 1 2% 0,53 1,00
3q+ 2 8 % 32 58 % 0,000019 | 0,0014
4p- 1 4% 11 20 % 0,092 0,49
4p+ 0 0% 3 5% 0,55 1,00
4q- 1 4% 15 27 % 0,016 0,30
4q+ 0 0% 5 9% 0,32 0,85
5p- 0 0% 1 2% 1,00 1,00
5pt 8 32% 16 29 % 0,80 1,00
5¢- 2 8% 16 29 % 0,045 0,44
5q+ 3 12 % 0 0% 0,028 0,41
6p- 0 0% 5 9% 0,32 0,85
op+ 4 16 % 10 18 % 1,00 1,00
6q- 6 24 % 4 7% 0,063 0,47
6q+ 1 4% 4 7% 1,00 1,00
Tp- 0 0% 3 5% 0,55 1,00
Tp+ 2 8% 9 16 % 0,49 1,00
79- 0 0% 1 2% 1,00 1,00
Tq+ 2 8 % 16 29% 0,045 0,44
8p- 4 16 % 14 25% 0,40 0,99
8p+ 3 12 % 16 % 0,74 1,00
8q- 1 4% 7% 1,00 1,00
8q+ 11 44 % 13 24 % 0,11 0,56
9p- 4 16 % 17 31% 0,18 0,75
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Op+ 0 0 % 1 2% 1,00 1,00
9g- 3 12 % 6 11 % 1,00 1,00
9q+ 0 0 % 3 5% 0,55 1,00
10p- 0 0 % 0 0% - -

10p+ 1 4% 5 9% 0,66 1,00
10g- 0 0 % 7 13 % 0,092 0,49
10q+ 0 0 % 0 0% - -

11p- 2 8 % 7 13 % 0,71 1,00
11p+ 0 0 % 2 4% 1,00 1,00
11q- 2 8 % 7 13 % 0,71 1,00
11q+ 1 4% 12 22 % 0,054 0,44
12p- 1 4% 2 4% 1,00 1,00
12p+ 4 16 % 10 18 % 1,00 1,00
12g- 0 0 % 1 2% 1,00 1,00
12q+ 3 12 % 7 13 % 1,00 1,00
13g- 2 8 % 19 35% 0,014 0,30
13g+ 0 0% 2 4% 1,00 1,00
l4q- 1 4% 3 5% 1,00 1,00
l4q+ 2 8 % 10 18 % 0,32 0,85
15q- 1 4% 3 5% 1,00 1,00
15q+ 1 4% 5 9 % 0,66 1,00
16p- 0 0% 1 2% 1,00 1,00
16p+ 5 20 % 4 7% 0,13 0,60
16g- 1 4% 4 7% 1,00 1,00
16q+ 2 8 % 3 5% 0,65 1,00
17p- 2 8 % 5 9 % 1,00 1,00
17p+ 0 0 % 0 0% - -

179- 0 0% 1 2% 1,00 1,00
17q+ 6 24 % 8 15 % 0,35 0,89
18p- 0 0% 0 0 % - -

18p+ 0 0 % 7 13 % 0,092 0,49
18q- 4 16 % 12 22 % 0,76 1,00
18q+ 0 0 % 5 9% 0,32 0,85
19p- 1 4% 0 0% 0,31 0.85
19p+ 1 4% 2 4% 1,00 1,00

112



6. Anhang: Tabellen 45 - 50

19g- 1 4% 0 0% 0,31 0,85
19q+ 1 4% 6 11 % 0,42 1,00
20p- 1 4% 2 4% 1,00 1,00
20p+ 3 12 % 5 9 % 0,70 1,00
20q- 0 0% 2 4% 1,00 1,00
20q+ 2 8 % 11 20 % 0,21 0,81
21q- 0 0% 8 15 % 0,052 0,44
21q+ 1 4% 1 2% 0,53 1,00
22q- 1 4% 1 2% 0,53 1,00
22q+ 1 4% 5 9% 0,66 1,00
Xp- 0 0% 0 0% - -

Xp+ 0 0% 1 2% 1,00 1,00
Xq- 0 0% 0 0% - -

X+ 0 0% 4 7% 0,30 0,85

Tabelle 48: Statistischer Vergleich der chromosomalen Aberrationen von Adeno- und
Plattenepithelkarzinomen.
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Kurzzeitiiberlebende Langzeitiiberlebende
Chromosomen Adj.
mit Aberration mit Aberration p-Wert
—rm absolut relativ absolut relativ p-Wert
1p- 4 21,1 % 4 10 % 0,42 1,00
Ip+ 2 10,5 % 0 0% 0,10 0,91
1q- 0 0% 0 0% - -
Iqt 3 15,8 % 16 40 % 0,08 0,91
2p- 0 0% 0 0% - -
2p+ 4 21,1 % 9 22,5% 1,00 1,00
2q- 1 5,3 % 3 7,5 % 1,00 1,00
2q+ 1 5,3 % 2 5% 1,00 1,00
3p- 6 31,6 % 12 30 % 1,00 1,00
3p+ 0 0% 1 2,5% 1,00 1,00
3q- 0 0% 2 5% 1,00 1,00
3q+ 7 36,8 % 17 42,5 % 0,78 1,00
4p- 2 10,5 % 4 10 % 1,00 1,00
4p+ 2 10,5 % 1 2,5% 0,24 1,00
4q- 5 26,3 % 6 15 % 0,31 1,00
4q+ 2 10,5 % 3 7,5 % 0,65 1,00
5p- 1 53 % 0 0% 0,32 1,00
S5p+ 3 15,8 % 16 40 % 0,08 0,91
59- 5 26,3 % 9 22,5% 0,75 1,00
5q+ 0 0% 1 2,5% 1,00 1,00
6p- 1 53 % 2 5% 1,00 1,00
6p+ 2 10,5 % 7 17,5 % 0,70 1,00
6q- 1 53 % 5 12,5 % 0,65 1,00
6q+ 3 15,8 % 1 2,5% 0,09 0,91
Tp- 1 5,3 % 1 2,5% 0,54 1,00
Tp+ 1 5,3 % 5 12,5 % 0,65 1,00
79- 1 5,3 % 0 0% 0,32 1,00
7q+ 1 53 % 10 25 % 0,09 0,91
8p- 3 15,8 % 9 22,5 % 0,73 1,00
8p+ 3 15,8 % 6 15 % 1,00 1,00
8qg- 0 0% 5 12,5 % 0,16 1,00
8q+ 5 26,3 % 13 32,5 % 0,77 1,00
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9p- 3 15,8 % 13 32,5 % 0,22 1,00
9p+ 0 0% 0 0 % - -

9q- 3 15,8 % 5 12,5 % 0,70 1,00
9q+ 0 0% 1 2,5 % 1,00 1,00
10p- 0 0% 0 0% - -

10p+ 2 10,5 % 3 7,5 % 0,65 1,00
10g- 3 15,8 % 4 10 % 0,67 1,00
10q+ 0 0% 0 0 % - -

11p- 2 10,5 % 7 17,5 % 0,70 1,00
11p+ 0 0% 1 2,5 % 1,00 1,00
11q- 3 15,8 % 5 12,5 % 0,70 1,00
11q+ 2 10,5 % 7 17,5 % 0,70 1,00
12p- 0 0% 1 2,5 % 1,00 1,00
12p+ 5 26,3 % 6 15 % 0,31 1,00
12q- 0 0% 1 2,5% 1,00 1,00
12q+ 5 26,3 % 2 5% 0,03 0,91
13g- 6 31,6 % 11 27,5 % 0,77 1,00
13q+ 0 0% 1 2,5% 1,00 1,00
14g- 1 5,3 % 2 5% 1,00 1,00
l4q+ 2 10,5 % 5 12,5 % 1,00 1,00
15g- 0 0% 1 2,5% 1,00 1,00
15q+ 1 5.3 % 4 10 % 1,00 1,00
16p- 1 53% 0 0% 0,32 1,00
16p+ 1 5,3 % 5 12,5 % 0,65 1,00
16g- 2 10,5 % 3 7,5 % 0,65 1,00
16q+ 2 10,5 % 3 7,5 % 0,65 1,00
17p- 3 15,8 % 3 7.5 % 0,38 1,00
17p+ 0 0 % 0 0% - -

17g- 0 0 % 1 2,5 % 1,00 1,00
17q+ 5 26,3 % 5 12,5 % 0,27 1,00
18p- 0 0% 0 0% - -

18p+ 2 10,5 % 4 10 % 1,00 1,00
18q- 1 5.3 % 11 27,5 % 0,08 0,91
18q+ 2 10,5 % 3 7.5 % 0,65 1,00
19p- 1 53% 0 0% 0,32 1,00
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19p+ 1 5,3 % 2 5% 1,00 1,00
19g- 1 5.3 % 0 0% 0,32 1,00
19q+ 1 5.3 % 4 10 % 1,00 1,00
20p- 2 10,5 % 0 0% 0,10 0,91
20p+ 2 10,5 % 1 2,5 % 0,24 1,00
20q- 1 5,3 % 1 2,5% 0,54 1,00
20q+ 2 10,5 % 6 15 % 1,00 1,00
21q- 2 10,5 % 2 5% 0,59 1,00
21+ 1 5.3 % 1 2,5 % 0,54 1,00
22¢- 0 0% 2 5% 1,00 1,00
22q+ 0 0% 4 10 % 0,29 1,00
Xp- 0 0% 0 0% - -

Xp+ 0 0% 1 2,5 % 1,00 1,00
Xq- 0 0% 0 0% - -

Xq+ 2 10,5 % 2 5% 0,59 1,00

Tabelle 49: Statistischer Vergleich der chromosomalen Aberrationen von Kurz- und
Langzeitiiberlebenden.
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Chromosomen- | Fille ohne | Fille mit | 5-JU ohne | 5-JU mit Adj.
arm Aberration | Aberration | Aberration | Aberration p-Wert p-Wert
1p- 60 10 50,4 % 40 % 0,42 0,87
1Ip+ 67 3 51,1 % 100 % 0,01 0,13
1q+ 46 24 42,9 % 60,9 % 0,14 0,74
2p+ 54 16 46,6 % 56,2 % 0,41 0,87
2g- 64 6 48,8 % 50 % 0,79 0,93
2q+ 65 5 49,6 % 40 % 0,76 0,93
3p- 47 23 53,9 % 39,1 % 0,29 0,87
3p+ 69 1 48,1 % 100 % 0,40 0,87
3qg- 68 2 48,9 % 50 % 0,79 0,93
3q+ 40 30 48,1 % 50 % 0,85 0,93
4p- 61 9 49,6 % 44,4 % 0,53 0,93
4p+ 67 3 49,6 % 33,3 % 0,34 0,87
4q- 55 15 53,3 % 33,3 % 0,1 0,74
4q+ 65 5 49,6 % 40 % 0,74 0,93
5p- 69 1 49,6 % 100 % 0,0001 | 0,0037
5p+ 48 22 432 % 61,9 % 0,07 0,67
5g- 53 17 51,5 % 41,2 % 0,40 0,87

5q+ 69 1 49,6 % 100 % 0,63 0,93
6p- 66 4 48,8 % 50 % 0,84 0,93
6p+ 59 11 49,6 % 45,5 % 0,67 0,93
6q- 62 8 50,4 % 37,5 % 0,75 0,93
6q+ 66 4 50,3 % 25 % 0,18 0,74
Tp- 67 3 49,6 % 33,3 % 0,55 0,93
Tp+ 62 8 48 % 57,1 % 0,86 0,93
79- 69 1 49,6 % 100 % 0,0001 | 0,0037
Tq+ 54 16 47,7 % 53,3 % 0,64 0,93
8p- 56 14 48,7 % 50 % 0,97 0,98
8p+ 59 11 47,8 % 54,5 % 0,96 0,98
8q- 65 5 46,4 % 80 % 0,35 0,87
8q+ 48 22 52,8 % 40,9 % 0,77 0,93
9p- 51 19 49,6 % 47,4 % 0,92 0,97
Ip+ 69 1 49,6 % 100 % 0,44 0,87
9g- 61 9 51,3 % 33,3 % 0,45 0,87
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9q+ 67 3 49,6 % 33,3 % 0,82 0,93
10p+ 64 6 48,8 % 50 % 0,98 0,98
10g- 63 7 49,6 % 42,9 % 0,77 0,93
11p- 61 9 46,2 % 66,7 % 0,23 0,87
l1p+ 68 2 48,9 % 50 % 0,80 0,93
11g- 62 8 47 % 62,5 % 0,46 0,87
l1gt 59 11 45,3 % 70 % 0,15 0,74
12p- 68 2 48,9 % 50 % 0,81 0,93
12p+ 56 14 53,1 % 30,8 % 0,24 0,87
12g- 69 1 48,1 % 100 % 0,38 0,87
12g+ 61 9 52% 25 % 0,06 0,64
13g- 52 18 46,4 % 55,6 % 0,82 0,93
13g+ 69 1 48,1 % 100 % 0,38 0,87
14qg- 66 4 52% 25 % 0,17 0,74
14g+ 61 9 47,9 % 55,6 % 0,62 0,93
15g- 68 2 48,9 % 50 % 0,84 0,93
15q+ 65 5 46,4 % 80 % 0,17 0,74
16p- 69 1 49,6 % 100 % 0,17 0,74
16p+ 64 6 50,4 % 33,3 % 0,87 0,93
16g- 65 5 51,2 % 20 % 0,27 0,87
16g+ 65 5 49,6 % 40 % 0,73 0,93
17p- 64 6 48,8 % 50 % 0,48 0,89
17g- 69 1 48,1 % 100 % 0,38 0,87
17q+ 59 11 53,1 % 27,3 % 0,14 0,74
18p+ 63 7 47,9 % 57,1 % 0,80 0,93
18g- 55 15 45,9 % 60 % 0,35 0,87
18q+ 65 5 48 % 60 % 0,64 0,93
19p- 69 1 49,6 % 100 % 0,02 0,24
19p+ 67 3 49,6 % 33,3 % 0,76 0,93
19q- 69 1 49,6 % 100 % 0,02 0,24
19g+ 64 6 47,2 % 66,7 % 0,33 0,87
20p- 68 2 50,3 % 100 % 0,01 0,13
20p+ 64 6 51,2 % 20 % 0,17 0,74
20qg- 68 2 48,8 % 50 % 0,98 0,98
20q+ 60 10 47 % 60 % 0,45 0,87
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21qg- 63 7 51,2 % 28,6 % 0,38 0,87
21g+ 68 2 50,4 % 50 % 0,11 0,74
22¢g- 68 2 48,9 % 50 % 0,70 0,93
22q+ 64 6 48,8 % 50 % 0,68 0,93
Xp+ 69 1 48,1 % 100 % 0,85 0,93
Xqt 66 4 48,8 % 50 % 0,35 0,87
Tabelle  50:  Korrelation  von  Einzelarmverinderungen — mit  der  5-Jahres-

Uberlebenswahrscheinlichkeit.
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