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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des Lungenkarzinoms

Das Bronchialkarzinom zahlt in der Bundesrepublik Deutschland zu der dritth&ufigsten
Krebserkrankung. Allein in Deutschland erkrankten im Jahr 2006 nach Schatzungen des
Robert Koch-Instituts etwa 32.500 Manner und 14.600 Frauen an Lungentumoren und
die Tendenz ist steigend (RKI und GEKID 2010). Die Zahl der jahrlichen Erkrankungsfalle
hat sich bei den Frauen seit 1980 fast verdreifacht, wobei dagegen die Inzidenz bei
Méannern seit Anfang der 1990er-Jahre kontinuierlich rtcklaufig ist (RKI 2010). Gleich-
artige Trends sind auch in anderen europaischen Industrienationen zu verzeichnen.
Diese unterschiedliche Entwicklung der Manner im Vergleich zu den Frauen lasst sich
dadurch erklaren, dass seit Mitte der 1980er Jahre der Anteil rauchender Manner
zurlickgegangen ist, bei den Frauen lasst sich hingegen ein Anstieg der Rauchpravalenz
verzeichnen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei etwa 69 Jahren. Laut Robert Koch-
Institut verstarben im Jahr 2006 in Deutschland 40.771 Patienten an einem
Bronchialkarzinom, darunter 28.898 Manner und 11.873 Frauen (RKI und GEKID 2010).
Lungenkrebs stellt damit bei Mannern die haufigste krebsbedingte Todesursache dar, bei
Frauen steht er an dritter Stelle nach Brust- und Darmkrebs. Wie in Europa steht das
Bronchialkarzinom in den USA an der Spitze aller zum Tode fllhrenden malignen
Erkrankungen. Wahrend die Inzidenz bei Mannern seit mehreren Jahren sinkt, ist bei der
weiblichen Bevolkerung ein weiterer Anstieg zu beobachten, sodass hier als
krebsbedingte Todesursache der Lungentumor auch bei Frauen auf Platz eins gertickt ist
(Jemal et al. 2008). Diese Entwicklung ist in Abbildung 1.1 dargestellt. Die aktuellen
Uberlebensraten in Deutschland liegen bei Mannern zwischen 13% und 17% und bei
Frauen zwischen 13% und 19% (RKI und GEKID 2010).
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Abbildung 1.1: Altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberaten in Deutschland
1980-2006 (adaptiert nach Vorlage aus RKI: Krebs in Deutschland 2005/2006.
Haufigkeiten und Trend)

1.2 Atiologie

Die Atiologie des Lungenkarzinoms ist in den meisten Fallen bekannt. Studien ergaben
eine direkte Assoziation des Zigarettenkonsums auf die Tumorentstehung. Bei M&nnern
sind 83-92% der Lungentumoren und bei Frauen 57-80% direkt auf das Rauchen
zurlckzufuhren (Boyle 1997). Die Weltgesundheits-Organisation geht davon aus, dass
bis zum Jahre 2025 jahrlich 10 Millionen Menschen weltweit an den Folgen des
Tabakkonsums sterben werden (Smith und Glynn 2000). Das Rauchverhalten mit seinen
Konsequenzen ist durch eine eindeutige Dosis-Wirkungsbeziehung charakterisiert. Somit
steigt das Lungenkrebsrisiko mit zunehmender Dosis, dies betrifft sowohl die tagliche
Rauchmenge als auch die kumulative Anzahl gerauchter Zigaretten oder anderer
Tabakprodukte (Kreuzer et al. 2006). Die Dauer und Anzahl des Zigarettenkonsums wird
in Packyears angegeben, wobei ein Packyear definiert ist als der Konsum von einer
Zigarettenschachtel mit 20 Zigaretten pro Tag Uber ein Jahr. Eine Verdopplung der
Packyears flhrt zu einer 2- bis 4-fach héheren Lungenkarzinomsterblichkeit (HauRinger
und Kohlh&aufl 2006). Nicht nur das Aktivrauchen, sondern auch das Passivrauchen geht

mit einem erhdhten Risiko einher, an Lungenkrebs zu erkranken. Unter Passivrauchen
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versteht man die inhalative Aufnahme von Tabakrauch aus der Raumluft. Eine
Metaanalyse aus 51 Studien ergab, dass das Risiko, ein Bronchialkarzinom zu
entwickeln, bei Passivrauchern um den Faktor 1,25 erhoht ist (Bofetta 2002).
Verantwortlich fur die Entwicklung des Bronchialkarzinoms durch Tabakrauch sind die
schadlichen Substanzen, die durch Inhalieren in die Lunge eindringen und als
Kanzerogene wirken. Im Tabakrauch sind ca. 7000 unterschiedliche chemische
Substanzen enthalten. Im Experiment haben sich mehrere als hoch wirksame
Kanzerogene erwiesen, so konnten Uber 55 Kanzerogene im Tabakrauch gesichert
werden, von denen die polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe und
Nitrosamine zu den besonders gefahrlichen zahlen (Hecht 1999).

Neben dem Tabakrauch als Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung von Lungenkrebs
spielen noch weitere Schadstoffe eine wichtige Rolle. Zu den berufsbedingten Noxen
zahlen unter anderem Stoffe wie Asbest, Beryllium, Arsen, Cadmium, Chrom-VI-
Verbindungen, Senfgas, Nickel, Vinylchlorid, Gammastrahlen, Alphastrahlen (Radon)
sowie Nitrosamine. Diese Noxen gehen mit einem erhdhten Risiko einer
Lungenkrebsentstehung einher, sind jedoch nur fiir einen kleinen Teil aller bdsartigen
Neubildungen der Lunge verantwortlich. Asbest ist ein Silikat-Mineral, welches aus
unterschiedlichen Fasern wie Krokydolith, Klinochrysotil, Grunerit, Anthophyllit oder
Aktinolith besteht. Bei Aufnahme der Asbestfasern in die Lunge besteht ein 6-fach
erhohtes relatives Risiko, ein Bronchialkarzinom zu entwickeln (Bilello et al. 2002). In

50% der Falle sind Asbestfasern die Ursache fir ein Pleuramesotheliom.

Eine weitere Rolle spielen auch umweltbedingte Noxen. Wichmann beschreibt in seinem
Gutachten aus dem Jahre 2003 tiber den Nutzen von Dieselpartikelfiltern, dass jahrlich in
Deutschland zirka 800.000 Menschen versterben, von diesen Todesféllen sind etwa 1 bis
2% den Kfz-Abgasen aus Dieselfahrzeugen zuzuordnen, hierunter sind 1100 bis 2200
der Todesfalle Folge von Lungenkrebs (Wichmann 2003).
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1.3 Histopathologische Aspekte

1.3.1 Lokalisation

Die Lokalisation des Tumors ist wichtig fir dessen Operabilitdt, Metastasierungsweg und
Friherkennung. Am haufigsten befindet sich der Tumor in der rechten Lunge und dort
wiederum im Oberlappen. Man vermutet, dass dies auf die bessere Belluftung sowie auf
die zunehmende Haufung der Narbenkarzinome in diesem Bereich zurtickzufiihren ist.
Man unterscheidet zwischen den folgenden Wachstumsformen (Bocker et al. 2008):

- zentral gelegene und hilusnahe Tumoren (60-70%)

- periphere, relativ scharf begrenzte Tumoren (30-40%)

- diffus infiltrierende Tumoren (ca. 2,5%)

Tumoren, die eher peripher gelegen sind, imponieren im Rontgenbild vor allem als
Rundherd. Histologisch handelt es sich dabei meist um Adenokarzinome und grof3zellige
Lungentumore. Die zentral gelegenen Tumoren befinden sich im réntgenologisch schwer
fassbaren Bereich, sind jedoch bronchoskopisch zuganglich. Die zentralen Karzinome
fuhren zu Atelektasen und chronischen Retentionspneumonien, histologisch dominieren
hier die kleinzelligen Karzinome und Plattenepithelkarzinome. Diffus infiltrierende
Tumoren sind selten und ahmen radiologisch das Bild einer Pneumokokken- oder
Klebsiellenpneumonie nach. Histologisch sind es meist bronchioloalveolare Karzinome
(Behr et al. 2009; Bocker et al. 2008).

1.3.2 Histologische Einteilung

Die histologische Einteilung des Bronchialkarzinoms erfolgt nach der WHO-Klassifikation
und wird aufgrund therapeutischer Konsequenzen und biologischer Eigenschaften in
kleinzellige (SCLC) und nichtkleinzellige Bronchialkarzinome (NSCLC) unterschieden.
Dabei sind Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome, Kkleinzellige und grof3zellige
Karzinome die haufigsten histologischen Typen (Bdcker et al. 2008). Diese werden im

Folgenden naher beschrieben.

Plattenepithelkarzinom (SCC)

Der haufigste histologische Tumortyp ist mit 30 bis 40% das Plattenepithelkarzinom und
ist vorwiegend zentral lokalisiert (Bocker et al. 2008). Dieses hat in den letzten Jahren an
Haufigkeit abgenommen. Devesa et al verglichen die Haufigkeit der Tumortypen anhand
einer Datenbank der International Agency for Research on Cancer (IARC) von Patienten

zwischen Ende der 70er Jahre und Mitte der 80er Jahre. Sie fanden heraus, dass die
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Haufigkeit der Plattenepithelkarzinome bei der ménnlichen Bevélkerung in Nord-Amerika
und einigen européischen Landern um mindestens 30% abgenommen hat (Devesa et al.
2005). Hingegen ist bei den Frauen eine Zunahme, besonders in den Niederlanden und
in Norwegen zu verzeichnen (Devesa et al. 2005). Dieser Trend ist durch den zunehmen-
den Tabakkonsum der weiblichen Bevolkerung zu erklaren.

Das Plattenepithelkarzinom wird von einer Basalzelle abgeleitet, die Uber eine
Basalzellhyperplasie, intraepitheliale Neoplasie und ein Carzinoma in situ in ein Karzinom
Ubergeht (Thomas 2001). Plattenepithelkarzinome koénnen papillare, klarzellige,
kleinzellige und basaloide Wachstumsmuster aufzeigen. Im Querschnitt sind Hornperlen
zu sehen. Das Plattenepithelkarzinom zeigt unterschiedliche Differenzierungsgrade.
Hoch differenzierte Plattenepithelkarzinome zeigen relativ gleichférmige Epithelkomplexe
mit zellularen Atypien, Verhornungszeichen (wirbelartige und zwiebelschalenéhnliche
Hornperlen) sowie Nachweis von Interzellularbriicken. Die Zellen haben meist eine
polyglonale Form und sind in einem faserigen Stroma eingebettet. Charakteristisch fur
ein fortgeschrittenes Tumorstadium sind ausgedehnte Nekrosen bis hin zu
Tumorkavernen (Bbcker et al. 2008).

Adenokarzinom (AC)

Das Adenokarzinom findet sich bei der Haufigkeitsverteilung an zweiter Stelle mit etwa
45% und einem stetigen Anstieg sowohl bei Frauen als auch Mannern (Bocker et al.
2008). Devesa et al zeigten in ihrer Veroffentlichung, dass die Ha&ufigkeit des
Adenokarzinoms der Lunge in einigen Landern Europas zunimmt, bei der mannlichen
Bevolkerung um 50%, bei den Frauen in Norwegen, Italien und Frankreich sogar um
mehr als 50% (Devesa et al. 2005). Auch ist das Adenokarzinom die haufigste Krebsform
bei Nichtrauchern, weshalb angenommen wird, dass andere Faktoren bei der Entstehung
eine wichtige Rolle spielen. So konnte gezeigt werden, dass beispielsweise Ostrogen-

und Wachstumsfaktoren die Tumorprogression fordern (Marquez-Garban et al. 2007).

Primdre Adenokarzinome sind vorwiegend peripher lokalisiert (Thomas 2001).
Charakteristisch sind ausgedehnte zentrale Vernarbungen, was eine Abgrenzung zu
Narbenkarzinomen bei beispielsweise einer Tuberkulose schwierig gestaltet (Thomas
2001). Histologisch zeigt das Adenokarzinom papillare oder azindre Strukturen mit
Schleimbildung. Zwischen den Tumorgebieten ist reichlich Stroma vorhanden.
Immunhistochemisch sind die Adenokarzinome meist CEA-, Panzytokeratin- und EMA-

positiv und in 30% der Falle auch positiv fir neuroendokrine Marker.

Eine besondere Form ist das bronchioloalveolare Karzinom (sog. Alveolarzellkarzinom),
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bei welchem es zu einer tapetenférmigen Auskleidung der Alveolarrdume unter Nutzung
der vorbestehenden Lungenstruktur kommt. Klinisch imponiert der Tumor oft als
behandlungsrefraktdre Pneumonie.

Kleinzelliges Karzinom (SCLC)

Etwa 20% der Lungentumoren weisen einen kleinzelligen Aufbau auf (Bocker et al.
2008). Diese Karzinome haben eine sehr hohe Malignitat und ein frihes
Metastasierungs-potential mit einer schlechten Prognose. In 80% der Falle ist der Tumor
bei Diagnose-stellung bereits metastasiert. Betroffen sind meist Manner im hoheren
Lebensalter, jedoch zunehmend auch junge Frauen. Beim kleinzelligen Karzinom handelt
es sich um die wenig differenzierte und hoch maligne Variante der neuroendokrinen
Tumoren. Diese Tumoren weisen Kklinisch gelegentlich paraneoplastische Syndrome
durch eine ektope Hormonbildung wie beispielsweise eine ACTH-Produktion mit
resultierendem Cushing-Syndrom auf (Thomas 2001). Histologisch charakteristisch sind
die kleinen Tumorzellen mit einem Zell- und Kerndurchmesser zwischen 5 und 8 um, die
einzeln oder in einem lockeren Zellverband liegen. Typisch in Biopsien sind
Quetschartefakte und Nekrosen (Bocker et al. 2008).

GrofRRzelliges Karzinom

Hierbei handelt es sich um ein entdifferenziertes Karzinom, das meist von einem
Adenokarzinom, seltener von einem Plattenepithelkarzinom, abgeleitet wird und bevor-
zugt peripher vorkommt. Das zytologische Bild wird beherrscht von Zell- und Kernpoly-
morphie sowie sehr prominenten Nukleolen (Thomas 2001). Es fehlen differenzierte

Strukturen wie Verhornung oder Verschleimung.

1.4 Pathogenese

Die Entstehung der Bronchialkarzinome geschieht in mehreren Stufen. Eine genetische
Préadisposition in Bezug auf Karzinogenaktivierungs- und Deaktivierungsenzyme erklart,
weshalb manche Individuen trotz entsprechender Exposition keinen Tumor entwickeln
(Bocker et al. 2008; Riede et al. 2004). Molekularzytologische Untersuchungen haben
gezeigt, dass das Lungenkarzinom bis auf wenige Ausnahmen aneuploid ist und multiple
chromosomale Veréanderungen aufweist. Es kommt zu chromosomalen Ungleich-
gewichten, die meistens auf dem Verlust oder Zugewinn ganzer Chromosomen, Chromo-

somenarme oder kleinerer Chromosomenabschnitte beruhen. Im Anfangsstadium der
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Karzinomentstehung findet man vor allem beim Kleinzeller einen Allelverlust der
Chromosomen 3p, 13g und 17p. Beim Chromosom 3 geht Genmaterial fur die Codierung
von Differenzierungsfaktoren  verloren, beim Chromosom 13q das RB-
Tumorsupressorgen und bei Chromosom 17p geht das p53-Tumorsupressorgen
verloren. Das p53-Protein wirkt in einer funktionstiichtigen Zelle antiproliferativ und auch
das RB-Protein wirkt im Zellzyklus durch eine Steuerfunktion am G1-S-Phase-
Kontrollpunkt (Bocker et al. 2008; Riede et al. 2004). Im weiteren Verlauf der
Tumorentstehung kommt es noch zu einer Aktivierung von Onkogenen aus der myc- und
ras-Familie. Dabei sind die Protoonkogenmutationen von K-ras insbesondere beim
Adenokarzinom zu beobachten. Die myc-Onkogenveranderungen kommen insbesondere
beim kleinzelligen Bronchialkarzinom vor. Neben diesen klassischen Genveranderungen
ist es in neueren Studien bereits gelungen, eine Vielzahl an weiteren Genen zu
identifizieren, die bei Lungentumoren unter- oder Uberexprimiert sind (Bdcker et al. 2008;
Riede et al. 2004).

Lungentumoren besitzen eine groRe chromosomale Instabilitdt und zeichnen sich somit
durch eine hohe genetische Variabilitat aus. Dies wiederum fiihrt zu einer grofRen
Variabilitat in der Morphologie und des Phéanotyps und folglich wahrscheinlich zur
Ausbildung von Chemoresistenzen und Neigung zu friher Tumorprogression und
Metastasierung. Diese Eigenschaft des Tumors tragt dazu bei, dass wir eine hohe
Mortalitdt und einen begrenzten Erfolg der Chemotherapie zu verzeichnen haben (Bocker
et al. 2008; Riede et al. 2004). Danner et al. konnten zeigen, dass genetische
Veranderungen durchaus eine klinische, wenn aktuell auch noch keine zielgerichtete,
therapeutische Relevanz haben. Eine retrospektive Studie von 80 Patienten, welche an
einem Lungenkarzinom erkrankt waren, hat ergeben, dass die erhobenen klinisch-
pathologischen Daten und Follow-up-Daten mit den chromosomalen Instabilitaten,
gemessen anhand vergleichender genomischer Hybridisierung, korrelieren (Danner et al.
2011a). Eine weitere Studie, welche ein Patientenkollektiv betrachtete, das an einem
priméren kolorektalen Tumor mit Lungenmetastasen erkrankt war, konnte zeigen, dass
der Grad der chromosomalen Instabilitat und des chromosomalen Ungleichgewichts in
den Lungenmetastasen dem des Priméartumors entspricht. Diese Beobachtung deutet
darauf hin, dass sich viele der genetischen Ereignisse schon frih wéahrend der

Tumorprogression manifestieren (Danner et al. 2011b).
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1.5 Klinische Prasentation

Typische Frihsymptome, welche die Patienten zum Arzt fihren und eine frihe
Diagnosestellung erméglichen, existieren in dieser Form beim Lungenkarzinom nicht. Bei
Symptomen wie chronischem Husten, Dyspnoe, unklarem Thoraxschmerz,
Gewichtsverlust, Lymphknotenschwellung, rezidivierenden Infekten und Hamoptysen
sollte differentialdiagnostisch auch immer an einen Lungentumor gedacht werden. Die
Symptome sind stark abhangig von der Lokalisation, dem Stadium und der Ausbreitung
des Tumors (Classen et al. 2009). Die Symptome entstehen durch Invasion und
Obstruktion angrenzender Strukturen, durch Infiltration der regionalen Lymphknoten und
Ausbreitung in das Lymphgefal3system, durch Wachstum an entfernten metastatischen
Herden nach hé&matogener Ausbreitung und durch paraneoplastische Fernwirkungen
(Classen et al. 2009). Die Fernwirkungen, als paraneoplastisches Syndrom bezeichnet,
kommen durch die Sekretion von Peptidhormonen oder durch immunologische
Kreuzreaktionen zustande und werden vor allem beim kleinzelligen Bronchialkarzinom
beobachtet. In Autopsien finden sich beim Plattenepithelkarzinom in Gber 50% der Falle
extrathorakale Metastasen, beim Adenokarzinom und grof3zelligen Karzinom in 80% und
beim kleinzelligen Bronchialkarzinom sogar in Uber 95% der Falle. Bei diesen
Untersuchungen fanden sich in nahezu allen Organsystemen Metastasen (Classen et al.
2009; Dietel et al. 2008). Symptome einer extrathorakalen Metastasierung bzw. einer
Ausbreitung des Tumors in benachbarte Strukturen konnen Heiserkeit (Rekurrens-
parese), Horner-Syndrom (Infiltration Ggl. Stellatum mit Miosis, Ptosis und Enophthal-
mus), Brachialgien (Infiltration Plexus brachialis), Krampfanfélle (zerebrale Metastasie-
rung) und viele weitere sein. Diese Symptome gehen in der Regel mit einer infausten

Prognose einher (Classen et al. 2009).
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Erstsymptome beim
Bronchialkarzinom

E Infekt 24,9%

E Thoraxschmerz 22,8%

Hamoptysen 15,5%
‘_ﬂ- K Husten 14%
“ Atemnot 13,7%
v Heiserkeit 4,6%
Abgeschlagenheit 3,3%

Gewichtsverlust 1,2%

Abbildung 1.2: Erstsymptome beim Bronchialkarzinom adaptiert nach Classen et al.
2009, Seite 354

1.6 Diagnostik und Staging

Da beim Bronchialkarzinom ein typisches Warnsymptom, das eine friihzeitige
Diagnosestellung ermdéglichen wiirde, nicht existiert, ist es von besonderer Wichtigkeit,
bei geringstem Verdacht und insbesondere bei Vorhandensein von Risikofaktoren eine
konsequente Diagnostik durchzuftihren.

Die Diagnostik beim Bronchialkarzinom hat das Ziel, den malignen Prozess zu
klassifizieren, indem der histologische Typ und das Grading bestimmt werden sollen. Das
Staging dient dazu, die Histologie und Ausdehnung des Tumors festzulegen und kann
somit Aussagen Uber die Prognose liefern (Classen et al. 2009). Die Therapie des
Lungentumors ist streng auf den histologischen Typ und auf das jeweilige Stadium
abgestimmt (Seifert und Nemat 2010).

1.6.1 Anamnese, klinische Untersuchung und Basislabor

Wichtig bei der Anamnese des Patienten sind eine genaue Erhebung der Familien- und
Eigenanamnese, mit Fokus auf bereits aufgetretene Malignome in der Vorgeschichte. Bei
der Eigenanamnese ist das Rauchverhalten des Patienten und die berufliche Laufbahn in

Erfahrung zu bringen, um eine eventuelle Exposition mit den potentiellen beruflichen
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Karzinogenen herauszufinden. Dies ist von besonderer Bedeutung bei eventueller
Anerkennung als Berufskrankheit. Des Weiteren sind die obengenannten spezifischen
Symptome und andere Begleiterkrankungen des Patienten zu erfragen. Bei der
Labordiagnostik sollten folgende Parameter erhoben werden: Kkleines Blutbild
(Erythrozyten, Hb, Leukozyten), Blutkdrpersenkungsgeschwindigkeit (BSG), Elektrolyte,
Kreatinin, Harnstoff, Leberenzymwerte, AP und LDH. Danner et al. untersuchten LDH als
prognostischen Marker und konnten zeigten, dass die Exprimierung von LDH bei
gesteigertem Zellumsatz erhoht ist (Danner et al. 2010). Die alkalische Phosphatase und

das Serumkalzium kénnen Hinweise auf Knochenmetastasen geben.

1.6.2 Bildgebung der Erstdiagnostik

Bei einem klinischen Verdacht ist das Réntgenbild in 2 Ebenen der erste Schritt, hier
zeigt sich der Tumor direkt oder indirekt als Rundherd, Raumforderung, Atelektase,
Mediastinalverbreiterung oder mit einem Pleuraerguss (Dietel et al. 2008; Seifert und
Nemat 2010). Sowohl bei positivem als auch bei negativem Befund und Diskrepanz zur
Klinik des Patienten sollte eine weiterfiihrende Diagnostik erfolgen. Hier lasst sich sagen,
dass die Sensitivitat einer CT-Aufnahme zur Diagnose eines malignen Rundherdes sehr
hoch ist (Wahidi et al. 2007). Die Vorteile einer CT-Aufnahme sind die Uberlappungsfreie
Darstellung sowie der Nachweis von regionalen und extrathorakalen Metastasen.

Ein weiteres diagnostisches Mittel ist die Sonographie von Thoraxwand und Pleura
parietalis zur Darstellung von pathologischen Prozessen wie beispielsweise einem
Pleuraerguss mit quantitativer Beurteilung der Thoraxwandinfiltration (Classen et al.
20009).

18



Einleitung
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Monaten

Abbildung 1.3: Ubersicht tiber das Vorgehen bei der Bildgebung nach Dietel et al. 2008,
Seite 694

1.6.3 Sputumazytologie

Die Sputumzytologie ist eine nichtinvasive Diagnostik zum Nachweis eines

Lungenkarzinoms, allerdings ist ihre diagnostische Genauigkeit abhéngig von der Zahl

der gewonnenen Proben, der Aufarbeitung dieser sowie der Tumorlage und Tumorgrof3e;

die Methode ist bei zentralen Tumoren und bei bestehenden Hamoptysen geeignet
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(Risse et al. 1987). Es sollte immer eine histologische Sicherung der Raumforderung

angestrebt werden.

1.6.4 Bronchoskopie

Die Bronchoskopie mit der Moglichkeit der zytologischen und histologischen Sicherung
der Raumforderung ist der wichtigste Schritt (Classen et al. 2009). Falls der Tumor
bronchoskopisch nicht zu fassen ist, sollten andere Verfahren evaluiert werden wie
beispielsweise eine transthorakale Feinnadelpunktion (TT-FNA), die transbronchiale
endoluminale und sonographiegesteuerte  Biopsie (EBUS-FNA) oder eine

transésophageale Biopsieentnahme (EUS-FNA) (Seifert und Nemat 2010).

1.6.5 Positronenemissionstomographie (PET)

Dieses Verfahren beruht auf der erhdhten biologischen Aktivitat von Tumorzellen. Fur
das NSCLC ist die Fluordesoxyglukose-Positronen-Emissions-Tomographie (FDG-PET)
als diagnostisches Verfahren empfohlen (Seifert und Nemat 2010). Die Kombination von
FDG-PET und CT (FDG-PET-CT) bietet bei einer Aufldsung von bis zu 4 mm eine hohe
Genauigkeit zur Abklarung des Lymphknotenstatus und der Fernmetastasen. Dieses

Verfahren ist jedoch anféllig fur Prozesse mit erhbhtem Zellumsatz wie Entziindungen.

1.6.6 Skelettszintigraphie

Ein unauffalliger Befund erlaubt es, Knochenmetastasen auszuschlie3en, eine positive
Knochenszintigraphie bedarf weiterer Abklarung. Falls eine FDG-PET mit kompletter
Skelettdarstellung erfolgt ist, kann auf eine Szintigraphie verzichtet werden, da die FDG-
PET-Untersuchung der Knochenszintigraphie Uberlegen ist. Gemal aktuellen
Metaanalysen weist die konventionelle Skelettszintigraphie eine Sensitivitat von 82% bei
einer Spezifitdt von 62% beim Nachweis von ossdren Metastasen auf, die FDG-PET-
Diagnostik hingegen weist Werte sowohl fur Sensitivitat als auch Spezifitat von tber 90%
auf (Silvestri et al. 2007).
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1.6.7 Schadel-MRT oder Schadel-CT

Die Indikation besteht bei Patienten mit neurologischer Symptomatik, einem kurativen
Therapieplan und bei Patienten mit einer aggressiven, multimodalen Therapie. Absolute

Indikation besteht bei einem kleinzelligen Karzinom (Seifert und Nemat 2010).

1.6.8 Weitere Moglichkeiten zur histologischen Sicherung

Falls mittels der oben genannten Verfahren keine histologische Sicherung erzielt werden
konnte, besteht als invasives Verfahren die Mdglichkeit einer Feinnadelbiopsie oder CT-
gesteuerten Punktion der Raumforderung. Dieser Eingriff geht mit einer erhéhten
Komplikationswahrscheinlichkeit einher, wie beispielsweise Pneumothorax und
Zellverschleppung. Eine weitere Mdoglichkeit bietet die Punktion von malignen
Pleuraergiissen, falls diese begleitend zum Tumorgeschehen vorhanden sind, sowie als

weiteres Verfahren eine Thorakotomie/Thorakoskopie.

1.6.9 Lymphknotenstaging, physiologisches Staging und Metastasierung

Das Lymphknotenstaging mit dem Ziel, den Lymphknotenbefall zu klaren, kann sowohl
préaoperativ als auch intraoperativ erfolgen und ist von entscheidender Bedeutung bei der
Frage nach einem neoadjuvanten Therapieansatz. CT-Aufnahmen sind unerlasslich fir
das praoperative Staging nicht kleinzelliger Bronchialkarzinome, um eine Beteiligung
mediastinaler Lymphknoten, der Plaura und abdominelle Metastasierung zu entdecken.
Eine Beteiligung mediastinaler Lymphknoten sollte histologisch mittels Mediastinoskopie
oder Thorakotomie abgeklart werden. Ergénzend kann eine videoassistierte mediastinale
Lymphadenektomie (VAMLA) erfolgen (Seifert und Nemat 2010).

Bei Patienten mit einem Lungentumor bestehen oftmals Begleiterkrankungen, die das
kardiale und pulmonale System betreffen. Vor geplanten Lungenkarzinomresektionen ist
es von Bedeutung, die Kklinische und funktionelle Operabilitit des Patienten
abzuschéatzen. Die perioperative Letalitét nimmt insbesondere bei Patienten in hohem
Lebensalter und bei bestehenden Komorbiditdten zu (de Perrot et al. 1999). Vor
Durchfuihrung der préoperativen Untersuchungen zum Abschatzen der Operabilitat sollte
der Patient eine maximale und optimierte Therapie erhalten und sich in kardiopulmonal
stabilem Allgemeinzustand befinden (Barrera et al. 2005). Bei Patienten mit erhéhtem
Risiko wird zudem eine Lungenfunktionsuntersuchung mit Spirometrie und CO-
Transferfaktor oder Ganzkorperplethysmaographie (Miller 1993) sowie Bestimmung einer
arteriellen Blutgasanalyse (Epstein et al. 1993) empfohlen. Bei pathologischen Befunden
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sollte aulRerdem eine Lungenperfusionsszintigraphie (Pierce et al. 1994) erfolgen. Ziel ist
es, die voraussichtliche postoperative FEV; und T, co zu berechnen, hier werden Werte
von uber 30% des Solls als untere Grenze empfohlen (Pierce et al. 1994, Olsen et al.
1975).

Der regionare Lymphknotenbefall tritt beim Bronchialkarzinom friihzeitig in Erscheinung.
Hamatogene Fernmetastasen sind beim kleinzelligen Karzinom haufig schon bei
Diagnosestellung vorhanden, so befinden sich bei Diagnosestellung 25-35% der
Patienten in einem ,Limited disease“-Stadium und 60-70% sogar in einem ,Extensive
disease“-Stadium (Classen et al. 2009; Herold 2011). Die haufigsten Lokalisationen fur
Fernmetastasen sind Leber, Gehirn, Nebennieren und das Skelett.

1.7 Stadieneinteilung

1.7.1 Stadieneinteilung nach TNM und UICC

Die Einteilung des Bronchialkarzinoms erfolgt nach der TNM-Klassifikation, welche auf
einen ersten Vorschlag von Dr. Clifton Mountain zuriickgeht und die von der AJCC
(American Joint Comitee on Cancer) 1973 und von der UICC (Union Internationale
Contre le Cancer) im Jahr 1974 verabschiedet wurde. Diese Klassifikation ist eine
weltweit etablierte Methode, um maligne Tumorerkrankungen anhand der
Tumorausbreitung (T), des Lymphknotenstatus (N) und der Fernmetastasierung (M)
gemal ihrer Prognose in verschiedene Stadien einzuteilen. Eine aktualisierte 7. Auflage
der TNM-Einteilung wurde im Jahre 2009 verotffentlicht (Detterbeck et al. 2009). Die
TNM-Klassifikation ist in der Tabelle 1.1 und Tabelle 1.2 und die Stadieneinteilung nach
UICC in der Tabelle 1.3 und 1.4 zu sehen. Aufféallig in der aktualisierten Ausgabe ist eine
genauere Klassifizierung gemaf der Tumorgré3e. Tumoren < 3 cm wurden bisher als T1
klassifiziert, in der neuen Ausgabe werden diese in Tla (<2 cm) und T1b (>2 cm)
differenziert. Genauso zeigt es sich bei den Tumoren >3 cm, nach der neuen
Klassifizierung werden diese in T2a (3-5 cm) und T2b (5-7 cm) eingeteilt. Tumoren,
welche eine GréRRe von >7 cm betragen, verhalten sich prognostisch wie T3-Tumore und
werden nun in der neuen Einteilung generell als T3 klassifiziert. Eine weitere Anderung
besteht bei Befall von umliegenden Strukturen. Die in der 6. Auflage als T4 klassifizierten
zusétzlichen Lungenherde im selben Lungenlappen werden nun als T3 definiert, der
Befall eines ipsilateralen Lappens, ehemals als M1 Kklassifiziert, wird nun als T4
bezeichnet. Tumorherde in einem kontralateralen Lungenlappen werden nun als Mla
bezeichnet. Auffallend ist, dass eine Infiltration des N. phrenicus als T3 bezeichnet wird

und ein Befall des N. laryngeus recurrens bei schlechterer Prognose als T4.
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Tabelle 1.1: 7.TNM-Klassifikation der Bronchialkarzinome. Aus Detterbeck et al. 2009

T
Tx

TO
Tis
T1

Tla
T1lb
T2

T2a
T2b
T3

T4

NXx
NO

Primartumor

Primartumor nicht beurteilbar oder positive Zytologie im Sputum oder bei
Bronchialspllung, Tumor jedoch weder radiologisch noch bronchoskopisch
sichtbar

kein Anhalt fr Primartumor

Carcinoma in situ

Tumordurchmesser < 3cm, Tumor umgeben von Lungengewebe oder
viszeraler Pleura, kein bronchoskopischer Nachweis einer Infiltration proximal
eines Lappenbronchus

Grofter Tumordurchmesser <2 cm

Grofter Tumordurchmesser >2 und <3 cm

Grofter Tumordurchmesser >3 cm und <7 cm und eines der folgenden
Kriterien: Befall des Hauptbronchus >2 cm distal der Carina, Infiltration der
Pleura visceralis, assoziierte Atelektase oder obstruktive Entziindung bis zum
Hilus

Grofter Tumordurchmesser >3 und <5 cm

Grofter Tumordurchmesser >5 und <7 cm

GroRter Tumordurchmesser >7 cm oder Tumor jeder GroRe mit direkter
Infiltration wenigstens einer der folgenden Strukturen:

Brustwand (inkl. Sulcus-superior-Tumoren), Zwerchfell, N. phrenicus,
Parietales Perikard und Mediastinale Pleura

oder Befall des Hauptbronchus <2 cm distal der nichtbefallenen Carina, oder
Tumor mit Atelektase oder obstruktiver Entziindung der ganzen Lunge oder
separate Tumorknoten im selben Lappen wie der Primartumor

Tumor jeder GréRRe mit Infiltration wenigstens einer der folgenden Strukturen:
Mediastinum, groRRe GefaRe, Trachea, N. laryngeus recurrens, Osophagus,
Wirbelkdrper, Carina

oder vom Primartumor getrennte Tumorknoten in einem anderen

Lungenlappen derselben Seite

Regionéare Lymphknoten (LK)
regionare Lymphknoten nicht beurteilbar

keine regionaren Lymphknoten
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N1

N2

N3

MO
Mila

M1b

Metastasen in ipsilateralen peribronchialen und/oder ipsilateralen perihilaren
Lymphknoten

Metastasen in ipsilateralen mediastinalen und/oder subcarinalen
Lymphknoten

Metastasen in kontralateralen mediastinalen, kontralateralen hiliaren,

ipsi- oder kontralateralen Skalenus LK oder supraklavikularen LK

Fernmetastasen

keine Fernmetastasen

Vom Primartumor getrennte Tumorherde in einem kontralateralen
Lungenlappen, Pleurametastasen oder maligner Pleura- oder Perikarderguss

Andere Fernmetastasen

Tabelle 1.2: 6. TNM-Klassifikation der Bronchialkarzinome. Aus UICC 2002

T
Tx

TO
Tis
T1

T2

T3

T4

Primértumor

Primartumor nicht beurteilbar oder positive Zytologie im Sputum oder bei
Bronchialspllung, Tumor jedoch weder radiologisch noch bronchoskopisch
sichtbar

kein Anhalt fir Primartumor

Carcinoma in situ

Tumordurchmesser < 3 cm, Tumor umgeben von Lungengewebe oder
viszeraler Pleura, kein bronchoskopischer Nachweis einer Infiltration proximal
eines Lappenbronchus

Wenigstens eines der folgenden Kennzeichen ist erflillt:

- grof3ter Tumordurchmesser >3 cm oder

- Befall des Hauptbronchus >2 cm distal der Carina oder

- Infiltration der Pleura visceralis oder

- assoziierte Atelektase oder obstruktive Entztindung bis zum Hilus, aber
nicht der ganzen Lunge

Tumor jeder GroRe mit direkter Infiltration wenigstens einer der folgenden
Strukturen:

Brustwand (inkl. Sulcus-superior-Tumoren), Zwerchfell, parietales Perikard
oder mediastinale Pleura

oder Befall des Hauptbronchus <2 cm distal der nichtbefallenen Carina,
oder Tumor mit Atelektase oder obstruktiver Entzindung der ganzen Lunge

Tumor jeder Grol3e mit Infiltration wenigstens einer der folgenden Strukturen:

24



NXx
NO
N1

N2

N3

Mx
MO
M1

Mediastinum, groRe GefaRe, Trachea, Osophagus, Wirbelkorper, Carina
oder Tumor mit malignem Pleuraerguss oder vom Primartumor getrennte

Tumorknoten Lungenlappen derselben Seite

Regionédre Lymphknoten (LK)

regionare Lymphknoten nicht beurteilbar

keine regionaren Lymphknoten

Metastasen in ipsilateralen peribronchialen und/oder ipsilateralen perihilaren
Lymphknoten

Metastasen in ipsilateralen mediastinalen und/oder subcarinalen
Lymphknoten

Metastasen in kontralateralen mediastinalen, kontralateralen hiliaren,

ipsi- oder kontralateralen Skalenus LK oder supraklavikularen LK

Fernmetastasen

Fernmetastasen nicht beurteibar

keine Fernmetastasen

Fernmetastasen, auch vom Primartumor getrennte Tumorherde in einem

anderen Lungenlappen (ipsi-oder kontralateral)

Tabelle 1.3: UICC-Stadium (2009). Aus Detterbeck et al. 2009

Stadium

11B

A

B

T N M
Tis NO MO
Tla, T1lb NO MO
T2a NO MO
T2b NO MO
Tla, T1lb, T2a N1 MO
T2b N1 MO
T3 NO MO
Tla, Tlb, T2a, T2b | N2 MO
T3 N2, N2 MO
T4 NO, N1 MO
Jedes T N3 MO
T4 N2 MO
Jedes T Jedes N Mla, M1b

Tabelle 1.4: UICC-Stadium (2002). Aus UICC 2002

Stadium
0

T N M
Tis NO MO
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1A T1 NO MO

B T2 NO MO
A T1 N1 MO
1B T2 N1 MO
T3 NO MO
A T1,T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
B jedes T N3 MO
T4 jedes N MO
v jedes T jedes N M1

1.7.2 Stadieneinteilung beim kleinzelligen Bronchialkarzinom

Da das kleinzellige Lungenkarzinom zum Zeitpunkt der Diagnosestellung meist schon
metastasiert hat, kann auch folgende Einteilung benutzt werden (Classen et al. 2009;
Herold 2011):

o Very limited disease (Stadium I):
T1-T2 ohne hiliaren Lymphknotenbefall

e Limited disease (Stadium I-Ill nach TNM):
Befall eines Hemithorax mit oder ohne ipsi- oder kontralaterale mediastinale oder
ipsilaterale supraklavikulare Lymphknotenmetastasen und mit oder ohne ipsilateralen
Pleuraerguss unabhéngig vom zytologischen Ergebnis

e Extensive disease (Stadium IV nach TNM):

Jede Ausbreitung, die mehr als limited disease darstellt.

1.8 Therapie

Das Therapieverfahren wird in Abh&ngigkeit von Histologie und Stadium des

Bronchialkarzinoms gewahlt.

1.8.1 Chirurgische Resektion

Fur das nichtkleinzellige Bronchialkarzinom in den Stadien | und Il ist Operation in
kurativer Absicht das Verfahren der Wahl, dies meint eine vollstandige Resektion des
Tumors mit histologisch tumorfreien Resektionsrandern und eine radikale
Lymphadenektomie; rechts beinhaltet dies die Lymphknotenstationen 2, 4, 7, 8 und 9; auf
der linken Seite die Stationen 4, 5, 6, 7, 8, und 9 (Seifert und Nemat 2010). Der
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onkologisch kleinstmégliche Eingriff ist die Lobektomie; in Abhangigkeit der
Tumorlokalisation kann jedoch auch eine Pneumektomie oder rechtseitig eine obere
Bilobektomie (Entfernung von Ober- und Mittellappen) oder eine untere Bilobektomie
(Entfernung von Unter- und Mittellappen) erforderlich sein (Henne-Bruns et al. 2001).
Keilresektionen, Segmentresektionen und atypische Resektionen sollten nur bei
funktionellen Einschrankungen durchgefiihrt werden und gehen mit einem erhOhten
Risiko an Lokalrezidiven und einem reduzierten Gesamtiiberleben einher (Sugarbaker
2003). Tumoren, bei denen aufgrund der zentralen Lokalisation eine Pneumektomie
erforderlich ware, stellt die Manschettenresektion eine Alternative dar, um mdglichst viel
gesundes Lungengewebe zu erhalten. Hierbei wird ein Lungenlappen inklusive einer
Manschette des Hauptbronchus reseziert mit nachfolgender Reanastomisierung des

nachgeschalteten Bronchus (Henne-Bruns et al. 2001).

1.8.2 Strahlentherapie

Die Radiotherapie findet ihre Anwendung bei funktioneller Inoperabilitat, nichtresektablen
Tumorstadien, Verweigerung zur Operation sowie als adjuvante Therapieoption, wenn
sich operativ ein N2-Befall gezeigt hat oder lediglich eine R1- oder R2-Resektion mdglich
war. Inoperable Patienten im Stadium I/Il sollten mit konventioneller Fraktionierung eine
Gesamtdosis von >60 Gy erhalten oder nach dem sogenannten CHART-Regime
(hyperfraktionierte, akzelerierte Radiotherapie) behandet werden (Rowell und Williams
2001). Bei Patienten im Stadium IlIA empfiehlt sich eine Radiochemotherapie. Die
Bestrahlung sollte bis spatestens 4 Wochen nach Beenden der adjuvanten
Chemotherapie beginnen und eine Dosis von 50-60 Gy betragen. Eine Sonderstellung
stellt der Pancoast-Tumor dar, ein peripheres Lungenkarzinom der Lungenspitze, das
Pleurakuppe und Thoraxwand arrodiert und dabei Halssympathikus und zervikale
Nervenwurzeln schadigt. Hier wird im Stadium |I-llIB eine neoadjuvante
Radiochemotherapie mit nachfolgender Operation empfohlen (Marra et al. 2007; Rusch
et al. 2007). Die Strahlentherapie wird ebenfalls zur Schmerztherapie bei
Knochenmetastasen eingesetzt, hier ist eine Einzeitbestrahlung mit 8 Gy sowie eine
fraktionierte Strahlentherapie (4x5 Gy oder 10x3 Gy) mdglich (Rades et al. 2005).

1.8.3 Pharmakotherapie

Chemotherapeutika werden sowohl als neoadjuvante und adjuvante Therapie als auch in

palliativen Therapiekonzepten angewandt. Als neoadjuvante Therapie dienen sie zur
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Tumorreduktion um eine Operation zu ermdglichen und Mikrometastasen zu erfassen.
Das Ziel ist es, eine vollstindige Resektabilitit zu ermdglichen. Die neoadjuvante
Chemotherapie als Bestandteil der Therapie, ist bislang tberwiegend in Stadium |l
untersucht worden. Eine randomisierte Studie konnte in der Multivarianzanalyse einen
Uberlebensvorteil fur Patienten im Stadium NO oder N1 mit neoadjuvanter
Chemotherapie zeigen, jedoch nicht fir Patienten im Stadium N2 (Depierre et al. 2002).
Die adjuvante Chemotherapie wird zur systemischen Behandlung von Mikrometastasen
und zur Senkung der Rezidivrate eingesetzt. Drei randomisierte Phase-IlI-Studien zeigten
eine signifikante Verlangerung des Uberlebens mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von
15% mit adjuvanter Chemotherapie im Vergleich zu 4,1% ohne Chemotherapie;
auRerdem konnte die 5-Jahres-Rate an tumorfreiem Uberleben von 5,1% auf 12 %
angehoben werden (Arriagada et al. 2004; Douillard et al. 2006; Winton et al. 2005).

1.8.4 Therapie des kleinzelligen Bronchialkarzinoms

Da das kleinzellige Bronchialkarzinom zum Zeitpunkt der Diagnosestellung in den
meisten Fallen bereits disseminiert ist, stellt hier die operative Therapie nur eine geringe
Rolle dar, in diesen Fallen muss primér systemisch behandelt werden. Im Stadium T1NO
ist eine primare Operation mit Polychemotherapie und Bestrahlung indiziert (Herold 2011,
Seifert und Nemat 2010). Nach Erreichen einer Remission wird zur Verbesserung der
Prognose eine prophylaktische Schadelbestrahlung empfohlen. Bei Patienten im Stadium
.Extensive disease“ ist der Therapieansatz palliativ mit Polychemotherapie. Bei
Metastasen im Bereich des Skeletts und Gehirns sowie oberer Einflussstauung wird eine

Radiotherapie durchgefihrt.
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1.8.5 Therapie des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms

Stadium IA Stadium . . .
IB,IIA, IIB Stadium [lIA Stadium 11IB Stadium IV
T1NoMo -3 NO MO T1-3N2 MO T1-3 N3 MO T1-4 NO-3
T1-2 N1 Mo T3 N1 MO T4 NO-3 MO M1
Neoadjuvante CTx/RCTx
Resektabilitat?
ja 1 nein
Operation Operation Operation
1 1 IIA 1 IIIA, 1
N2,R1
Adjuvante Adjuvante .
Beobachtung CTx CTX RTx Palliative CTx
Rezidiv Rezidiv
l operabel inoberabell l
OP+RTx RTx, CTx Palliative CTx
palliativ

Abbildung 1.4: Behandlungspfad beim nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom aus Seifert

und Nemat 2010, Seite 243

Bei Patienten in friihen Stadien ist ein kurativer Therapieansatz moglich, hier wird in den

Stadien | und Il bei adaquater Lungenfunktion und beherrschbaren Komorbiditaten eine

vollstdndige Resektion des Tumors mit histologisch tumorfreien Resektionsrandern und

radikaler Lymphadenektomie durchgefihrt. Um das Resektionsausmald festzulegen

gelten die anatomischen Strukturen, so werden Lobektomien, Bilobektomien und

Pneumektomien vorgenommen, in besonderen Féallen auch limitierte Operationen wie

Keil-, Segment- und atypische Resektionen, welche jedoch mit einem erhohten

Rezidivrisiko und reduziertem Gesamtuberleben verknupft sind (Sugarbaker 2003). Ein

wichtiger Faktor fur den postoperativen Erfolg ist die Erfahrung des Operateurs und der
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Klinik. Es konnte gezeigt werden, dass die Mortalitat bei Patienten, die in Tumorzentren
operiert wurden, deutlich geringer ist als auf3erhalb (Silvestri et al. 1998). Es konnte
gezeigt werden, dass eine adjuvante Chemotherapie mit Platinpraparaten das Uberleben
der Patienten im Stadium Il verbessern kann (Winton et al. 2005). Patienten im Stadium
Il wird eine neoadjuvante Chemotherapie empfohlen, bei der in Studien gezeigt werden
konnte, dass es zu einer signifikanten Verbesserung des Uberlebens fiihrt im Vergleich
zur alleinigen Operation (Rosell et al. 1999; Roth et al. 1998). Um ein Therapiekonzept
fur Patienten im Stadium IV festzulegen, ist deren Therapiemotivation und
Allgemeinzustand, der mit Hilfe des Karnofsky-Index abgeschéatzt wird, von zentraler
Bedeutung. Der Karnofski-Index ist eine Skala, die von maximal 100 Prozent (keinerlei
Einschrankung) bis zu 0 Prozent (Tod) reicht und dient somit der Bewertung von
symptombezogener Einschréankung der Aktivitat, Selbstversorgung und Selbstbe-
stimmung von Tumorpatienten. Motivierte Patienten in gutem Allgemeinzustand
(Karnofsky-Index mindestens 70%) sollten eine Chemotherapie mit Medikamenten der
neueren Generation (beispielsweise Paclitaxel, Gemcitabin und Topectan) erhalten. Bei
einem Karnofsky-Index bei 60% wird eine Monotherapie mit einem Taxan, Vinorelbin
oder Gemcitabin empfohlen. Bei einem niedrigeren Karnofsky-Index ist von einer
Chemotherapie abzuraten (Huber und Schalhorn 2009). Darlber hinaus wird diesen
Patienten eine palliative Therapie angeboten. Zu den palliativen Behandlungs-
malRnahmen gehdren: Sauerstofflangzeitapplikation, endobronchiale Lasertherapie,
Endobrachyradiotherapie, Implantation tracheobronchialer Stents, Kontrolle maligner
Pleura- und Perikarderglisse, Therapie extrathorakaler Metastasen und eine adaquate

und individuell auszurichtende Schmerztherapie nach dem WHO-Stufenschema.

30



1.9 Prognose

Obwohl sowohl die diagnostischen als auch die therapeutischen Mdoglichkeiten in den
letzten Jahren deutlich zugenommen haben, muss dennoch gesagt werden, dass die
Prognose des Lungenkarzinoms weiterhin schlecht ist. Die unten stehende Tabelle 1.5
zeigt die Prognose in Abhangigkeit des Stadiums (Brundage et al. 2002) .

Tabelle 1.5: Prognose des NSCLC in Abhéngigkeit des klinischen Stadiums (nhach
Brundage et al. 2002)

Stadium 3-JUR (in %) 5-JUR
CIA (n=687) 71 61

cIB (n=1189) 46 38
clIA (n=29) 38 34
clIB (n=357) 33 24
clllA (n=551) 18 13
clliB (n=1030) 7 5

clV (n=1427) 2 1

1.10 Tumorangiogenese

Die gefalRwandbildenden Endothelzellen gehdren zu den sich am seltensten teilenden
Zellen (Denekamp 1993). Die Steuerung der Neoangiogenese erfolgt tGber Stimulatoren
und Inhibitoren, die sich unter physiologischen Bedingungen im Gleichgewicht befinden.
Im Rahmen dieses Gleichgewichtes findet ein notwendiger Zellumsatz, jedoch kein
guantitativer Zuwachs an Endothelzellen statt (Denekamp 1993). Demnach erfolgt unter
physiologischen Bedingungen keine Angiogenese; sie findet kontrolliert und kurzzeitig fir
Prozesse wie beispielsweise der Wundheilung statt.

Tumorzellen bilden in der Regel zusammenhangende Cluster und sind auf passive
Diffusion fir die Zufuhr von Sauerstoff und Nahrstoffen sowie den Abtransport von
Abfallprodukte angewiesen (Sutherland 1988). Ab einer TumorgréRe von zirka 3 mm? ist
die Erndhrung des Gewebes durch alleinige Diffusion nicht mehr gewahrleistet und somit
ist ein weiteres Wachstum nur moglich, wenn der Tumor zur Angiogenese, also der
Aussprossung von Kapillaren aus vorbestehenden Blutgefal3en, fahig ist. Durch diesen
Prozess gelangt der Tumor aus dem avaskuldren in den vaskuléaren Zustand, der Tumor
erfahrt einen sogenannten ,angiogenen Switch® was seine Transformation in den
angiogenen Typ beschreibt (Hanahan und Folkman 1996). Es gibt eine grofl3e Anzahl von

proangiogenen und antiangiogenen Faktoren, einige werden vom Tumor selbst
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produziert, andere entstehen von den Wirtszellen als Reaktion auf den Tumor und wieder
andere kommen im normalen Gewebe vor (Carmeliet und Jain 2000). Der Ubergang in
die angiogene Phase (Hanahan und Folkman 1996) ist ein hochkomplizierter Prozess,
welcher noch nicht vollstandig geklart wurde, es wird jedoch angenommen, dass die
Hypoxie eine wichtige Stelle einnimmt (Shweiki et al. 1992).

Beim ,angiogenen Switch® ist das Verhaltnis von Stimulatoren und Inhibitoren der
Angiogenese fur die GefalRneubildung verantwortlich (Campbell et al. 1998; Hanahan und
Folkman 1996). Durch den angiogenen Stimulus werden Endothelzellen in der Nahe des
Tumors aktiviert (Papetti und Herman 2002) und es kommt zur Sekretion von
proteolytischen Enzymen, welche weitestgehend in Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und
den Plasminogen-Aktivator (PA) eingeteilt werden kénnen (Pepper 2001). PA aktiviert
Plasminogen zu Plasmin. Das erste Ziel dieser Proteasen ist die Basalmembran (Pepper
1997), ihre Destabilisierung erlaubt es nun den Endothelzellen in die umliegende Matrix
einzudringen, zu proliferieren und in Richtung des auslésenden Reizes zu migrieren. Die
Endothelzellen sezernieren auf inrem Weg weiterhin proteolytische Enzyme, welche die
Extrazellulare Matrix auflosen (Burke und DeNardo 2001) sowie Wachstumsfaktoren wie
beispielsweise VEGF. Die migrierenden Endothelzellen bilden ein Lumen als Vorstufe fiir
ein neues Gefald, welches bis dahin als ,unreif* bezeichnet wird (Ferrara et al. 2003).
AnschlieRend erfolgt die Bildung von geschlossenen Anastomosen und die Entstehung
eines funktionellen GefalR3netzes, jedoch sind die tumorbezogenen Zellen aufgrund der
kontinuierlichen Sekretion von proangiogenen Faktoren nicht in der Lage, eine Stabilitat
und kontinuierliche Basalmembran auszubilden (Papetti und Herman 2002). Insgesamt
ist das GefalRnetz unregelmallig, undicht und gewunden (Hashizume et al. 2000).
Angiogenese unter physiologischen Bedingungen erféhrt einen Reifungsprozess, die
Expression von angiogenen Wachstumsfaktoren sistiert, die Migration, Proliferation und
Proteolyse kommen zum Stillstand, es werden enge Zell-Zell-Verbindungen und eine
kontinuierliche Basalmembran aufgebaut (Paweletz und Knierim 1989). Dieser
Reifungsprozess entfallt bei der tumorinduzierten Angiogenese. Durch das stetige
Wachstum des Tumors besteht standig ein hypoxisches Areal im zentralen Bereich des
Tumors und somit der Bedarf einer verbesserten Blutversorgung. Durch die Angiogenese
wird der Tumor nun zum einen mit Sauerstoff und Nahstoffen versorgt, wodurch ein
schnelles Wachstum moglich wird (Muthukkaruppan et al. 1982) und zum anderen erhdht
es die Wahrscheinlichkeit, dass Tumorzellen in die Blutbahn gelangen (Schirrmacher
1985). Somit ist die Neoangiogenese fir das Wachstum, die Progression und

Metastasierung von Tumoren essentiell (Folkman 1989). Dies hat die Hoffnung geschiirt,
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einen therapeutischen Angriffspunkt auf der Basis der Anti-Angiogenese zu finden, um

den Tumor in seinem avaskulédren Zustand zu halten.

1.11 Angiogenesefaktoren

In den letzten Jahren sind verschiedene Angiogenesefaktoren, die von Zellen wie

Monozyten, Endothelzellen, Bindegewebszellen, Lymphozyten und Tumorzellen

freigesetzt werden, identifiziert worden. Die Tabelle 1.6 gibt einige Angiogenesefaktoren
und deren Hauptfunktionen wieder. Das derzeit am haufigsten angewandte Verfahren zur
Quantifizierung der Angiogenese in malignen Tumoren ist die Bestimmung der

intratumoralen GefaRdichte (MVD). Um die Kapillaren darzustellen sind spezifische

Marker und immunhistochemische Verfahren erforderlich.

Tabelle 1.6: Angiogenesefaktoren und deren Hauptfunktionen

Faktor Expression Funktion Referenzen
Angiopoietin-1 Expression durch Stimulation der (Davis et al.
(Ang-1) Perizyten im normalen | Endothelzellen; 1996; Jones
Gewebe und Hemmung der 1997,
Tumorzellen Endothelzellapoptose, | Stratmann et
Reifung neuer Gefalte | al. 1998)

Angiopoietin-2

freigesetzt von

Lockerung der Zell-

(Jones 1997;

(Ang-2) aktivierten Zell- und Zell-Matrix- | Stratmann et
Endothelzellen Kontakte al. 1998)
Angiostatin Nebenprodukt der Hemmung der (Moser et al.
Plasminogenproteolyse | Endothelzellmigration, | 2002; O'Reilly
Proliferation und et al. 1994;
Gefaliformierung Stack et al.
1999)
Basic Fibroblast Expression in Stimulation der (Han und Liu
Growth Factor normalem Gewebe und | Proliferation und 1999; Presta
(bFGF) Tumorgewebe Expression des et al. 1992;
Plasminogen Aktivator | Shing et al.
1984)
Endostatin Nebenprodukt der Hemmung der (O'Reilly et al.
Kollagenproteolyse Endothelzellmigration, | 1997)

IF-a/B, Interleukine

freigesetzt von

Proliferation und
Gefal3bildung

Hemmung der

(Carmeliet und

Immunzellen Endothelzellmigration, | Jain 2000;
Proliferation; Dvorak und
Downregulation von Gresser 1989;
VEGF und bFGF Maier et al.
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Matrix
Metalloproteinase
(MMPs)

Plasminogen
Aktivator
(PAS)

Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor
(PAI)

Platelet-Derived
Growth Factor
(PDGF)

Plasmin

Transforming
Growth Factor
(TGF-B)

Tissue-Inhibitors of
MMP
(TIMPs)

Tumor-Nekrose-
Faktor- a
(TNF-0)

Thrombospondin-1
(TSP-1)

freigesetzt von
Tumorzellen und
aktivierten
Endothelzellen

freigesetzt von
aktivierten
Endothelzellen

freigesetzt von
Fibroblasten und
aktivierten
Endothelzellen

freigesetzt von
Thrombozyten,
aktivierten
Endothelzellen,
Makrophagen

entsteht aus aktiviertem
Plasminogen durch PA

exprimiert in normalem
Gewebe und
Tumorgewebe, aktiviert
durch Plasmin

Vorkommen in
normalem Gewebe

freigesetzt von
aktivierten
Makrophagen

freigesetzt von
Fibroblasten,
Endothelzellen, glatten
Muskelzellen,
Makrophagen und
Tumorzellen

34

Degradation der
Basalmembran und
ECM, Erleichterung
der Zellmigration

Aktivierung von
Plasminogen in
Plasmin

Hemmung der
Erzeugung von
Angiostatin,
Hemmung der PA-
induzierten Proteolyse
und der
Endothelzellmigration

Stimulation der
Strangbildung der
Endothelzellen,
Rekrutieren von
glatten Muskelzellen
und Pericyten

Degradation der
Basalmembran und
ECM, Erleichterung
der Zellmigration

Stimulation der
Endothelzellformation,
PA-Expression und
Synthese der ECM

Hemmung von
Angiostatin,
Hemmung der
Proteolyse durch
MMPs und
Endothelzellmigration

Stimulation der
Endothelzellformation,
Hemmung der
Endothelzellproliferati
on und Migration

Hemmung der
Endothelzellmigration
und Proliferation,
sowie der
Gefal3bildung und
Synthese der ECM

1999)

(Vihinen und
Kahari 2002)

(Pepper 2001;
Pepper et al.
1992)

(Pepper 2001;
Pepper et al.
1992)

(Hirschi und
D'Amore 1996;
Papetti und
Herman 2002;
Uemura et al.
2002)

(Pepper 2001;
Stack et al.
1999)

(Bikfalvi 1995;
Mandriota et
al. 1996)

(Jiang et al.
2002; Vihinen
und Kahari
2002)

(Maier et al.
1999; Papetti
und Herman
2002)

(Good et al.
1990; Han und
Liu 1999)



Vascular freigesetzt von Stimulation der (Ferrara 2000;

Endothelial Growth | hypoxischen Endothelzellen, Klagsbrun und

Factor Tumorzellen und Proliferation, D'Amore 1996;

(VEGF) Makrophagen Exprssion der Leung et al.
Proteasen, 1989)

Differenzierung und
Permeabilitat

1.11.1 CD31 (PECAM-1)

CD31 oder auch PECAM-1 genannt, ist ein einkettiges transmembranes Glykoprotein
vom Typ | mit einer Molekulmasse von 130 kDa, das Bestandteil der Basalmembran ist
und der Immunglobulin-Gen-Superfamilie angehoért. Es ist auf den Zellen des vaskularen
Systems vorhanden, wobei es auf den Endothelzellen mit einer Dichte von einer Million
Molekulen pro Zelle am starksten exprimiert wird, im Vergleich dazu enthalten Monozyten
und Neutrophile Granulozyten etwa 100.000 Molekule pro Zelle (Newman 1994). Durch
das Verteilungsmuster lasst sich erkennen, dass CD31 eine wichtige Rolle in der
Gefal¥funktion einnimmt (Newman 1997). CD31 ist ein sehr spezifischer Marker fir
vaskulare Endothelzellen und in einer hohen Dichte auf den Endothelzellen exprimiert.
Durch den Einsatz von CD31-Antikorper ist es somit mdoglich, Blutgefalle und
Angiogeneseprozesse zu markieren. Es gibt viele Beweise dafiir, dass CD31 eine
wichtige Stellung in der Adhéasionskaskade wahrend Entziindungsprozessen einnimmt,
was zur Extravasation der Leukozyten fuhrt. Muller et al. waren die ersten, die zeigten,
dass Monozyten oder Neutrophile, welche mit spezifischen PECAM-1- Antikérpern
vorbehandelt wurden, eine Endothelschicht deutlich schlechter passieren konnten. Durch
Blockierung der endothelialen Zellverbindung, blockiert PECAM-1 ebenfalls die
Transmigration der Leukozyten, dies zeigt, dass PECAM-1 sowohl auf Seiten der
Endothelzellen als auch auf Seiten der Leukozyten fungiert (Muller et al. 1993). Albelda
et al. konnten zeigen, dass PECAM-1 homophile Bindungen zwischen CD31 Molekilen
eingeht (Albelda et al. 1991). Die homophilen PECAM-1/PECAM-1-Verbindungen sind
dafur verantwortlich, dass sich die Konzentration dieser Molekiile an den Endothelzellen
der intrazellularen Verbindungen erhoht (Albelda et al. 1991). Mehrere Studien konnten
aul3erdem zeigen, dass PECAM-1 neben homophilen Verbindungen auch heterophile
Verbindungen mit nichttransfizierten, PECAM-1-negativen Zellen eingeht (Albelda et al.
1991; Muller et al. 1992). PECAM-1 ist aul3erdem fir eine Signalweiterleitung in die Zelle
verantwortlich und erhalt Signale aus der Zelle. Der erste experimentelle Nachweis Uber
eine Signaltransduktion in die Zelle, zeigten die Studien von Tanaka et al (Tanaka et al.

1992). Eine Antikorper-induzierte Dimerisierung von PECAM-1 auf der Oberflache von T-
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Zellen fuhrt zu einer verstarkten Adhasion an die Substrate von B;-Integrinen VCAM-1
(Uber a4B:) und Fibronectin (Uber asB;) (Tanaka et al. 1992). Die Funktion von .-
Integrinen wird ebenfalls moduliert durch die Dimerisierung von PECAM-1 in den
Lymphokin-aktivierten Killerzellen (Piali et al. 1993), den Monozyten und Neutrophilen
(Berman und Muller 1995) und in den natirlichen Killerzellen (Berman et al. 1996). De
Lisser et al. konnten unter anderem zeigen, dass Zellen, die mit PECAM-1 transfiziert
wurden, ihre zytoplasmatische Doméne verlieren und so nicht mehr fahig sind, mit
nichttransfizierten Zellen zu assoziieren und ihre heterophile Bindungsfahigkeit verloren
geht (DeLisser et al. 1994). Weitere Studien konnten zeigen, dass PECAM-1 an
bestimmten Tyrosinresten phosphoryliert wird und Tyrges in der zytoplasmatischen
Doméne von PECAM-1 eine spezifische Bindungsstelle fir Srs-homology 2 (SH2)
darstellt, eine Domane der Protein-Thyrosin Phosphatase, SHP-2 (Jackson et al. 1997).
SHP-2 ist eine ubiquitdr exprimierte Thyrosinphosphatase, welche mit mehreren
autophosphorylierten Rezeptor-Tyrosinkinasen assoziiert ist wie PDGF und EGF (Feng et
al. 1993; Vogel et al. 1993). PECAM-1 scheint, zusatzlich zu seiner Rolle bei der
Aktivierung von Integrinen Uber eine Signaltransduktion von auf3en nach innen, auch in
der Lage zu sein, auf Integrin-vermittelte Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen zu
reagieren. Lu et al. konnten zeigen, dass die Bindung von Integrinen in Kkultivierten
Endothelzellen zu einer Dephosphorylierung von PECAM-1 fihrt (Lu et al. 1996),
wahrend die Studien von Jackson et al. Zeigen konnten, dass die Integrin-vermittelte
Wechselwirkung in einer Erh6éhung der Thyrosinphosphorylierung von PECAM-1
resultiert (Jackson et al. 1997). Man geht davon aus, dass das relative Gleichgewicht der
Kinasen- und Phosphatasenaktivitdt die Phosphorylierung von PECAM-1 und von

anderen zellularen Rezeptoren steuert.

1.11.2 PEDF

PEDF ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 50 kDa, das in den spaten
1980-er Jahren von Joyce Tombran-Tink und Lincoln Johnson wahrend Studien an
humanen retinalen Pigmentepithelzellen entdeckt wurde (Tombran-Tink et al. 1991). Sie
erkannten, dass PEDF als Serin-Protease-Inhibitor der Serpinfamilie angehdort, jedoch
konnte kein inhibitorischer Effekt auf Proteasen nachgewiesen werden (Becerra et al.
1995). PEDF vereinigt mehrere Eigenschaften. Es agiert als Uberlebensfaktor fiir
zerebrale Granulazellen im Kleinhirn (Taniwaki et al. 1995), fir spinale Motoneurone
(Bilak et al. 1999) und Neurone des Hippocampus (DeCoster et al. 1999). AulRerdem

weist PEDF ein sehr groRes Potential als antiangiogener Faktor wahrend der
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Neovaskularisierung von BlutgefaRen auf (Tombran-Tink und Barnstable 2003b, a).
Dawson et al. zeigten, dass PEDF ein potenter Angiogeneseinhibitor speziell im Auge ist
(Dawson et al. 1999). PEDF besitzt die Fahigkeit, die Apoptose von endothelialen Zellen
in aktiven Umbauprozessen von Gefallen zu induzieren (Bouck 2002; Jimenez und
Volpert 2001); eine entscheidende Rolle dabei spielt die Aktivierung des Fas/Fas-L-
Signalweges (Volpert et al. 2002). Endothelzellen, stimuliert durch VEDF und bFGF,
exponieren Fas an ihrer Oberflache und PEDF induziert die Expression von FasL.
Lediglich die Endothelzellen, die sich im Umbau befinden, sind empfanglich fur die
Induktion der Apoptose durch PEDF (Volpert et al. 2002). Die Fahigkeit,
Neovaskularisation im Gewebe zu unterdricken, impliziert, dass der Verlust von PEDF
wahrend maligner Prozesse ein optimales Umfeld fur Tumorvaskularisation darstellt. So
gelang es beispielsweise Crawford et al. zu zeigen, dass PEDF in Neuroblastomen das
Gleichgewicht des proangiogenen Effektes von VEGF beeinflusst (Crawford et al. 2001).
PEDF fungiert nicht nur als Inhibitor der Tumorangiogenese, PEDF hat auch einen
direkten Effekt auf die Tumorzellapoptose. Doll et al. konnten zeigen, dass PEDF die
Apoptose in kultivierten Prostatatumorzellen triggert (Doll et al. 2003). PEDF fihrt zum
einen direkt zu einer stress-induzierten Apoptose von Tumorzellen, zum anderen indirekt
durch die Hemmung der Angiogenese, was wiederum einen hypoxischen Stress
bedeutet. Ein weiterer Effekt von PEDF ist, dass es die Migration verschiedener Zelllinien
hemmt, dies konnte beispielsweise bei Melanomzellen, bei denen PEDF uberexprimiert
wurde, gezeigt werden (Garcia et al. 2004). Ein moéglicher Mechanismus kénnte hier die
Bindung von PEDF an Kollagen | und Kollagen Il sein (Kozaki et al. 1998).

1.12 Zielsetzung der Arbeit

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist es zu untersuchen, ob durch den Vergleich
der immunhistochemisch gefarbten Proben der Patienten, die an einem
Bronchialkarzinom erkrankt waren, eine Korrelation in der Expression von CD31 und
PEDF zu erkennen ist. Durch die Erhebung der klinischen Daten sowie der Follow-up-
Daten ist zu untersuchen, ob zudem eine Aussage anhand der CD31- und PEDF-
Expression zur Prognose maglich ist. Die Uberlebensanalyse und somit Untersuchung
zur Prognoseaussage wurde anhand des Kollektivs der Patienten, welche an einem
Plattenepithelkarzinom erkrankt waren, durchgefuhrt. Eine weitere Dissertationsarbeit
aus der Arbeitsgruppe untersuchte hier den Einfluss bei den Patienten, die an einem
Adenokarzinom erkrankt waren. In der vorliegenden Arbeit wurden widerum die beiden
Tumorentitaten verglichen. Interessant ist hier, ob Unterschiede im Expressionsmuster

bei einem Plattenepithel- und Adenokarzinom der Lunge zu sehen sind. PECAM-1
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kénnte darlber hinaus ein Ziel fur kinftige Antikrebsmedikamente sein. Es ist ein
Molekil, das eine potentielle Aktivitat in der Pathogenese von Tumoren einnimmt. Als
Molekil der Zelladh&dsion und Signaltransduktion nimmt es an der Angiogenese
(DelLisser et al. 1997; Zhou Z et al. 1999) sowie an der Gefa3permeabilitét (Graesser et
al. 2002), der Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blutkreislauf (Schenkel et al. 2004)
und dem Widerstand der Endothelzellen gegenliber endotoxischem Stress und Apoptose
teil. Folglich kdnnte die Inhibierung von PECAM-1 das Tumorwachstum hemmen, indem
dadurch die Tumorneovaskularisation gehemmt wird. Auf’erdem sorgt es fur eine
zunehmende Anfélligkeit fur apoptotischen Stress und Begrenzung der Leukozyten-
infiltration in den Tumor.

Basierend auf seinen antiangiogenen, antiproliferierenden und prodifferenzierenden
Eigenschaften und auf seinem direkten Antitumor-Effekt, welcher bei der Induktion der
Differenzierung oder der Apoptose der Tumorzellen involviert ist, wird ebenfalls PEDF

ein Antitumorpotential zugesprochen (Ek et al. 2006a, b; Fernandez-Garcia et al. 2007).

2 Material und Methoden

2.1 Datenerfassung und Auswahl des Patientenkollektivs

In dieser Arbeit wurde zum einen das Uberleben eines Patientenkollektivs mit
Plattenepithelkarzinomen der Lunge in Abhangigkeit verschiedener Einflussgréf3en
untersucht und zum anderen ein Vergleich zwischen diesem Kollektiv und einer weiteren
Patientengruppe mit Adenokarzinomen der Lunge angestellt. Die Einflussgréf3en
betreffen pathologische Charakteristika wie Stadieneinteilung des Tumors, Tumorgrofle,
Lymphknotenbefall und Auswertungsgroflen der CD31-Expression und PEDF-
Signalstarke. Fur die Auswahl der Patienten konnte auf eine komplexe, relationale
Datenbank zugegriffen werden, in der insgesamt 280 Patienten mit einem NSCLC in
einem Zeitfenster von 2000 bis 2006 gespeichert sind. In dieser Datenbank (Access
2003) sind die pra-, intra- und postoperativen Patientendaten gespeichert; hier konnte auf
die komplexe Vorarbeit innerhalb der Arbeitsgruppe zuriickgegriffen werden. Die
préaoperativen Daten beinhalten Informationen Uber die Patienten, die vor einem
operativen Eingriff erhoben werden. Diese sind demographische Merkmale (Alter,

Geschlecht), Anamneseerhebung mit Symptom- und Beschwerdebeschreibung, eine
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umfassende Laboranalyse, Ergebnisse der Diagnostik zum klinischen Staging
(Computertomographie des Thorax, Magnetresonanztomographie des Schadels,
Sonographie des Abdomens, Bronchoskopie der Lunge mit histologischer Tumor-
klassifikation (cTNM), Mediastinoskopie, Lungenperfusionsszintigraphie) und funktionelle
Parameter  (Blutgasanalyse, Lungenfunktionspriufung, Karnofsky-Index)  sowie
durchgefiihrte neoadjuvante Therapien. Intraoperativ werden Informationen festgehalten,
die sich auf die Operationsdauer, Lungenresektionstechnik, eventuelle intraoperative
Erweiterungen des Resektats, Besonderheiten und Zuordnung der entnommenen
Lymphknoten beziehen. Die postoperativen Daten dokumentieren die Verweildauer der
Patienten auf der Intensivstation mit Angaben Uber den intraoperativen Blutverlust und
eventuelle Transfusionsapplikation sowie postoperative Komplikationen und gegebenen-
falls notwendiger Revisionseingriffe. Auch erfasst wurden Laboranalysen sowie
postoperative Behandlungen wie Chemotherapie und Bestrahlung. Ebenfalls angegeben
ist die histopathologische TNM-Klassifikation nach Mountain (1997) mit Angabe Uber
Anzahl und etwaige Infiltration der entnommenen Lymphknoten (pT und pN), die TNM-
Klassifikation wurde dabei auf die aktualisierte 7.Auflage der Einteilung aus dem Jahr
2009 ubertragen. Um eine Verlaufsbeurteilung der Patienten auch nach der stationéren
Behandlung zu erlangen, wurde in Vorarbeiten an die weiterbetreuenden Haus- und
Facharzte ein strukturierter Nachsorgebogen versandt, in dem der Arzt folgende
Informationen mitteilen sollte: Zeitpunkt des letzten Arztbesuches und Auskunft Gber den
Allgemeinzustand des Patienten, der anhand der ECOG-Skala gemessen wurde,
Informationen Uber den Primartumor (klinischer oder bildgebender Nachweis eines
Rezidivs), den eventuellen Zweittumor und ob nach Beenden der primaren Therapie noch
weitere Behandlungen wie Chemo- oder Strahlentherapien eingeleitet wurden und ob
Metastasen aufgetreten sind. Falls der Patient verstorben war, wurden Angaben uber
Todeszeitpunkt und Ursache dokumentiert. Mit Hilfe dieser Nachsorgebdgen war es
mdoglich, den poststationaren Verlauf der Patienten festzuhalten. In diese Studie wurden
die auf diese Weise in Vorarbeiten erhobenen Daten von insgesamt 69 Patienten mit
einbezogen. Die Auswahl des Kollektivs erfolgte nach bestimmten Kriterien, nach denen
die Patienten keine Fernmetastasierung und keinen Residualtumor hatten. Der Fokus
liegt auf dem Primarius als Todesursache wund Vergleiche anhand der
Uberlebenswahrscheinlichkeiten lassen Riickschliisse auf die Eigenschaften des
Primartumors zu. Zur Erforschung der Neoangiogenese spielt es eine Rolle, ob der
Tumor bereits Fernmetastasen aufweist. Dem Gesamtkollektiv gehdren 42 Patienten mit
einem Plattenenpithelkarzinom der Lunge und 27 Patienten mit einem Adenokarzinom

an.
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2.2 Immunhistochemie

2.2.1 Selektion der Tumorblécke und Anfertigung der Praparate

Nachdem das Patientenkollektiv definiert war, wurden die in Paraffin eingebetteten
Tumorblocke dem Archiv der Pathologie der Georg-August-Universitat entliehen. In
Zusammenarbeit mit der Pathologie wurden die geeigneten Tumorblécke mit Hilfe des
pathologischen Befundes und der eingehenden Betrachtung der dazugehorigen
Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Schnitte am Lichtmikroskop herausgesucht. Es wurde der
Tumorblock gewahlt, der zum Zeitpunkt der Resektion den groften Anteil an vitalem
Tumorgewebe aufweist. Die Tumorblocke wurden gekuhlt, damit sie sich mit dem
Schlittenmikrotom SM 2000 R (Leica, Wetzlar, Deutschland), versehen mit einer
.Mikrotome Blade S 35 —Klinge* (Feather, Kita-Ku, Japan), in Praparate von 1 um
zuschneiden lieRen. Die Schnitte wurden zuerst in kaltes, entionisiertes Wasser und
anschlieRend behutsam in 45°C warmes Wasser gegeben. Somit wurde eine Streckung
der Oberflache herbeigefiihrt. Die Schnitte wurden anschlieBend vorsichtig auf
Objekttrager (Menzel, Braunschweig, Deutschland) angebracht und konnten so Uber
Nacht bei Raumtemperatur trocknen. Durch dieses Verfahren sind die Schnitte im

Dunkeln und bei Raumtemperatur unbegrenzt haltbar und einfarbbar.

2.2.2 Beschreibung des immunhistochemischen Verfahrens und der Antikérper

Das in dieser Studie angewandte immunhistochemische Verfahren der indirekten Zwei-
Schritt-Methode als Visualisierungsmethode beruht auf der Affinitdt von Antikbrper und
Antigenen. Im ersten Schritt wird der spezifische Primarantikdrper auf das Gewebe
gegeben, dieser geht nun eine Reaktion mit dem zu untersuchenden Epitop ein.

Der CD31- Priméarantikdrper Clone JC70A ist ein monoklonaler Antikdrper der Firma
DakoCytomation (Hamburg, Deutschland), der aus der Maus gewonnen wird und
immunogen fir ein Préaparat der Milz-Zellmembran eines Patienten mit
Haarzellenleukdmie ist. Der Antikdrper markiert Endothelzellen und kann somit zur
Analyse der Angiogenese bei Tumoren genutzt werden (DeYoung et al. 1995; Engel et
al. 1996; Giatromanolaki et al. 1996; Parums et al. 1990). Der Sekundarantikorper rabbit-
anti-mouse stammt aus dem Kaninchen und ist ebenfalls von der Firma DakoCytomation
(Hamburg, Deutschland). Die Visualisierungsmethode fur CD31 ist in Abbildung 2.1

dargestellt. Das Farbeergebnis ist ein braunliches Signal.
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Pero)udase konjuglert

)K Primarantikérper

Abbildung 2.1: Darstellung der Visualisierungsmethode fir CD31

Als PEDF-Primarantikoérper wurde der Anti-human Serpin F1/PEDF Antikérper der Firma
R&D (Abingdon, Grol3britannien) verwendet. Es ist ein monoklonaler Antikoérper der 1gG-
Fraktion, der aus der Maus gewonnen wird. Als Immunogen dienten menschliche
rekombinante Seroinen F1. Die Konzentration des Antikdrpers betragt 25ug/ml. Im
nachsten Schritt wird bei dem PEDF-Primérantikdrper ein EnVision-Polymer-Konjugat
hinzugegeben, dieses geht nun eine weitere Bindung mit dem Primé&rantikorper ein. Die
Zusammensetzung des EnVision-Polymer-Konjugats beinhaltet ein Dextran-Polymer,
welches die Sekundarantikdrper und das Enzym HRP (Meerrettichperoxidase) tragt. An
das Polymer kdénnen etwa 70 Enzyme neben 10 Antikdrper binden. Hier wurde das HRP-
gelabelte EnVision der Firma DakoCytomation (Hamburg, Deutschland) verwendet. Da
sowohl der Sekundarantikorper als auch das EnVision-Polymer-Konjugat mit einem
Enzym gekoppelt sind, kann mit einer Enzym-Substrat-Reaktion eine Farbentstehung
erzielt werden, wodurch die Reaktion und damit die Anwesenheit des Epitops sichtbar
gemacht werden kann. Somit wurde durch Inkubation mit 3,3’-Diaminobenzidin (DAB+)
Substratchromogen die Farbung abgeschlossen, die sich als braun gefarbtes Préazipitat
am Ort des Antigens darstellt. Die Abbildung 2.2 zeigt die Visualisierungsmethode fir
PEDF.
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EnVision Polymer-Konjugat
2-Schritt-Detektionssystem

;{E\ Dextran-Polymer

= Primarantikdrper

Abbildung 2.2: Darstellung der Visualisierungsmethode fur PEDF

Durch Versuchsreihen liel3en sich die optimalen Verdinnungen der Antikdrper ermitteln,
um eine bestmdgliche Signalgebung ohne unspezifische Hintergrundfarbung zu erzielen.
Antikérper-Diluent dient zur Vorbereitung primarer und sekundarer Antikorper-
verdinnungen und der negativen Kontrollreagenzien. Eine optimale Farbgebung lief3 sich
bei dem CD31-Primarantikbrper durch eine Verdinnung von 1:30 erzielen. Der
Sekundéarantikorper wurde 1:100 verdunnt. Der PEDF-Primérantikorper stellte sich mit

einer Verdinnung von 1:20 am optimalsten dar.

2.2.3 Molekularbiologische Reagenzien

Tabelle 2.1: Molekularbiologische Reagenzien

Formalin Solution neutral buffered 10%ig | Firma Roth, Karlsruhe, Deutschland

Paraplast Plus (65°C) Firma Sherwood Medical Co., Norfolk, USA
Hamatoxylin Firma Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumjodat Firma Merck, Darmstadt, Deutschland
Kalialaun Firma Merck, Darmstadt, Deutschland
Chlorhydrat Firma Merck, Darmstadt, Deutschland
Zitronensaure Firma Merck, Darmstadt, Deutschland
Eisessig Firma Merck, Darmstadt, Deutschland
Chloroform Firma Merck, Darmstadt, Deutschland
Xylol Firma Merck, Darmstadt, Deutschland
Tween 20 Firma Merck, Darmstadt, Deutschland

Alkohol 100%-, 96%-, 70%-, 50%-,30%ig | Universitdtsmedizin Géttingen, Deutschland
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Entionisiertes Wasser Universitatsmedizin Goéttingen, Deutschland

Citrat Puffer 10%ig S 2031, pH 6 Firma DakoCytomation, Hamburg,
Deutschland

Tris Firma Roth, Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid 3%ig S 2023 Firma DakoCytomation, Hamburg,
Deutschland

AK Diulent S 2022 Firma DakoCytomation, Hamburg,
Deutschland

DAB+ Chromogen Firma DakoCytomation, Hamburg,
Deutschland

Entellan Firma Merck, Darmstadt, Deutschland

2.2.4 Zusammensetzung der verwendeten Losungen

Tabelle 2.2 : Zusammensetzung der Losung Mayer’s Hamalaun

Mayer’s Hamalaun

Hamatoxylin 1g
K Al(So,) 12 H,O 509
Na-Jodat 0,2g
Zitronensaure 1lg
Chlorhydrat 3049
Aqua dest. ad 1L

Tabelle 2.3: Zusammensetzung der Losung TBS-Puffer
TBS-Puffer
1,0 M Tris = 60,56 g Tris
3,0 M NaCl = 87,66 g NaCl
=>in 600 ml bi.dest 16sen, pH auf 7,6 einstellen und auf 1000 ml auffillen

=> 500 pl Tween 20

=> Gebrauchsldsung 1:10 verdiinnen

2.2.5 Farbeprotokoll fiir CD31 und PEDF

Immunhistochemische  Farbeprotokolle bestehen im Wesentlichen aus drei
Teilprozessen. Dazu gehdren die Gewebevorbereitung, die Antikdrperinkubation und die
Visualisierung der Reaktion.
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Bei Formalin fixiertem Gewebe ist es durch die Einwirkung des Formalins zu einer
Vernetzung der Proteine gekommen. Vor der immunhistochemischen Farbung mussen
die Schnitte mittels Xylolb&der entparaffiniert und durch eine Alkoholreihe rehydratisiert
werden. Eine fehlerhafte Entfernung von Paraffin kann zu Stérungen im Farbemuster der
nachfolgenden Immunreaktion fihren. Die Fixierung der Gewebeproben fihrt zu einer
starken Maskierung von antigenen Bindungsstellen, es kommt zu einer
Aldehydvernetzung von Proteinen. Durch die Antigendemaskierungs-Methode kdnnen
diese Antigene wieder freigelegt werden und so der immunhistochemischen Féarbung
zuganglich gemacht werden. Die nachfolgende Tabelle 2.4 zeigt die Schritte des

Farbeprotokolls fir CD31 und PEDF zusammengefasst.

Tabelle 2.4: Tabellarische Darstellung des Farbeprotokolls fir CD31 und PEDF
1) Objekttrager entparaffinieren in 3 Xylolbader fur jeweils 4 Minuten

2) Rehydrierung tber zweimal 100%igen Alkohol und jeweils einmal in 96%igen,
70%igen, 50%igen, 30%igen Alkohol und entionisiertem Wasser fiir je 4 Minuten.

3) Die Antigen-Demaskierung, also die Freilegung der Antigene fur die
immunhistochemische Farbung, erfolgt mittels 10%igem Citratpuffer S 2031, pH6
(Dako, Hamburg, Deutschland) fur 40 Minuten bei 90°C im Dampfgarer (Braun,
Kronberg, Deutschland).

4) Nachdem die Praparate bei Raumtemperatur 20 Minuten abgekihlt haben, werden
diese in 0,05 M und pH 7,6 Tris-Puffer finfmal fir jeweils 2 Minuten gewaschen.
AnschlieBend werden die Gewebeschnitte auf den Objekttragern mit einem Fettstift
Dako Pen (Firma DakoCytomation, Hamburg, Deutschland) umrandet. Dies

gewabhrleistet, dass die Reagenzien nicht auf dem gesamten Préparat verlaufen.

5) Danach folgt die Blockierung der endogenen Peroxidase mit 3%-igem
Wasserstoffperoxyd S 2023 (Dako, Hamburg, Deutschland) in der feuchten Kammer fir
15 Minuten. Dadurch wird die Peroxidaseaktivitat von Erythrozyten gehemmt, die sonst

zu einer diffusen Hintergrundfarbung fuhrt.

6) Erneutes Waschen der Objekttrager wie in Schritt 4.

7) Die Objekttrager werden mit Antikdrper-Diluent S 2022 (Dako, Hamburg,
Deutschland) in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur fur 30 Minuten inkubiert,
damit es im Nachfolgenden nicht zu unspezifischen Antikérperbindungen kommt,

anschliel3end wird das Antikdrper-Diluent abgeklopft.

44



8) Die vorbereiteten Praparate werden nun mit dem Primarantikérper in einer feuchten
Kammer Uber Nacht im Kihlschrank bei 4°C inkubiert. Wie bereits erwahnt, wurde fir
den CD31-Primarantikorper eine Verdinnung von 1:30 und fir den PEDF-

Primarantikorper eine Verdinnung von 1:120 gewahit.

Der Antikdrper wird auf alle Praparate mit Ausnahme der negativen Kontrolle gegeben,
welche nur mit Antikdrper-Diluent behandelt wird. Mit Hilfe der Negativkontrolle, die
nicht mit dem Primérantikdrper behandelt wird, lassen sich unspezifische Anfarbungen

und Hintergrundfarbungen bewerten.
9) Erneutes Waschen der Objekttrager wie in Schritt 4.

10) AnschlielRend erfolgt bei der CD31-Farbung die Inkubation mit dem
Sekundarantikdrper in einer Verdinnung von 1:100 bei Raumtemperatur fur 30
Minuten. Die PEDF-Schnitte werden mit einem Tropfen EnVision, HRP-gelabelt der
Firma DakoCytomation (Hamburg, Deutschland) bedeckt.

11) Erneutes Waschen der Objekttrager wie in Schritt 4.

12) Da der Sekundarantikdrper mit dem Enzym HRP gekoppelt ist, kann nun in diesem
Schritt durch Zugabe von 3,3-Diaminobenzidin (DAB+) Substratchromogen (Dako,
Hamburg, Deutschland), einem Farbstoff, die Farbentstehung erzielt werden. Die

Inkubation erfolgt bei Raumtemperatur.

13) Unter lichtmikroskopischer Kontrolle erfolgt dann der Abbruch der Farbreaktion
durch Spulung mit bidestilliertem Wasser fur 3 Minuten.

14) Es folgt zur Gegenfarbung die Kernfarbung mit Mayer’s Hamalaun fir 2,5 Minuten,

welche anschliel3end unter flieRendem Wasser fir 8 Minuten abgespult wird.

15) AnschlieBend wird die Dehydrierung je 3 Minuten in zweimal 96%igem, zweimal
100%igem Alkohol und viermal in Xylol durchgefiihrt. Die Eindeckung der Préaparate
erfolgt mit Entellan (Merck, Darmstadt, Deutschland) tber Xylol.
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2.3 Auswertung der Immunhistochemie

2.3.1 Anfertigung der Fotografien

Um die Tumorareale genau festlegen zu konnen, wurden die zuvor fotografierten
Hamatoxylin-Eosin-gefarbten  Préparate  zur  Hilfe genommen, um vitale
Tumorzellverbdnde von Bindegewebe, Lymphknoten, entzindlichen Infiltraten und
Nekrose zu definieren. Nach Durchsicht der genannten Praparate wurden nun zunéchst
die mit dem CD31-Antikdrper immunhistochemisch angefarbten Praparate betrachtet und
mit Hilfe des computergestitzten Bildanalysesystems analLYSIS® auf ihre
MikrogefaRRdichte untersucht. Anhand der 6,25fachen VergréfRerung wurde das Praparat
systematisch durchgesehen und drei unterschiedliche Stellen mit vitalem Tumor definiert.
Hier wurde insbesondere darauf geachtet, einen ausreichenden Abstand zu
Nekrosearealen einzuhalten. Die so in der 6,25fachen VergroRerung ausgewahlten drei
Areale wurden dann in der 25fachen VergréRerung nach Hotspots durchsucht. Als
Hotspots sind Areale definiert mit sehr starker Signalintensitat, demnach sind es Bereiche
mit hoher Gefalddichte. Diese Hotspots wurden dann mit dem Bildbearbeitungsprogramm
anaLYSIS® fotografiert und gespeichert. Fir die computergestitzte Bildanalyse wurde
ein Standard-PC mit einer an ein Lichtmikroskop angeschlossenen Fotokamera
verwendet. Dasselbe Mikroskop wurde auch zur manuellen Auszéhlung eingesetzt. Das
Abbild des im Lichtmikroskop bestimmten Ausschnittes wurde mit der Fotokamera in den
Bildspeicher des Analyseprogramms ubertragen. Pro Areal wurden 2 Bilder in 25facher
VergroRerung angefertigt, demnach insgesamt 6 Bilder in dieser VergrofRerung. Nun
wurden von jedem dieser Areale in 100facher Vergrof3erung zwei Bereiche mit hoher
Signaldichte fotografiert, also insgesamt 12 Bilder in 100facher Vergrof3erung angefertigt.
Fr ein Tumorpréparat ergeben sich somit 18 Fotografien. Nachdem die Bilder fir CD31
erstellt waren, wurden die PEDF- gefarbten Préparate hinzugenommen und exakt die
Praparatausschnitte, die bei CD31 fotografiert wurden, aufgesucht und nach dem
gleichen Schema fotografiert. So wurde sichergestellt, dass insbesondere im Hinblick auf
die Auswertung jeweils der sich entsprechende Ausschnitt des Praparates von CD31 und
PEDF betrachtet wird. Somit ist ein unmittelbarer Vergleich der Signalverteilung und
Signalintensitat von CD31 und PEDF mdglich.
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Material und Methoden

Praparat: 6,25fache

Vergrofierung
25fache 25fache 25fache 25fache 25fache 25fache
VergroRerung Vergrolerung Vergréfierung Vergréferung Vergrokerung Vergroflterung
- -
100fa 100fa 100fa 100fa| 100fa 100fa
100fach 100fach 100fach 100fach 100fach 100fach

Abbildung 2.3: Grafik zur Darstellung der Anfertigung der Fotografien
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Abbildung 2.4: Markierung von CD31 (links) und PEDF (rechts) eines Tumorpréparates in
25facher VergroRerung (Abbildungen oben) und 100facher VergréRerung (Abbildungen

unten)
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2.3.2 Auswertung des immunhistochemischen Signals

Die Auswertung der CD31- und der PEDF-Signale wurde zusatzlich von einer weiteren
unabhangigen Person durchgefiihrt, es bestand kein Einblick in die klinischen Daten der
Patienten. Im Folgenden sind die Tabellen aufgezeigt, in die jeder Untersucher die
erhobenen Daten fir jedes Praparat dokumentiert hat.

2.3.4 Tabelle zur Auswertung des CD31-Signals

Tabelle 2.5: CD31: Anzahl Mikrogefalie

VergroRerung Feld 1 Feld 2 Feld 3
Hotspotl | Hotspot2 | Hotspotl | Hotspot2 @ Hotspotl = Hotspot2
100x
100x

Fur die Auswertung der Mikro-Gefal3-Dichte (microvessel density) der Tumorpraparate
wurden die Fotografien in 100facher VergrofRerung betrachtet. Dabei galt es, alle
braungefarbten Signale im vitalen Tumorbereich zu zéhlen, entweder als Einzelstelle
oder als zusammenhangende Markierung. Jede braun kontrastierte Endothelzelle und
jedes Endothel-,Nest®, welches klar von anderen Endothelstrukturen abgrenzbar war,
wurde als einzelnes MikrogefalR gezahlt. Das Vorhandensein eines Gefal3lumens war fir

die Bewertung als Mikrogefal3 nicht erforderlich (Weidner et al. 1991).

2.3.5 Tabelle zur Auswertung der PEDF-Signale

Tabelle 2.6: PEDF: Anzahl Spots/ Signal-Intensitat

VergroBerung Wert Feld 1 Feld 2 Feld 3
25x Anzahl Hotspotl | Hotspot2 | Hotspotl | Hotspot2 | Hotspotl | Hotspot2
klein
mittel
grol3
100x Intensitatl
100x Intensitat2

Fur die Auswertung des PEDF-Signals wurden die Fotografien in 25facher und 100facher

VergroRerung betrachtet, die exakt den Ausschnitten der CD31-Bilder entsprechen. Die
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PEDF-Anfarbungen stellten sich als Signalflecken unterschiedlicher Grof3e dar. Die
Einteilung der Grol3e ist in Tabelle 2.6 dargestellt.

Tabelle 2.7: Definition der Gro3e der PEDF-Signale
klein bis 250 ym? bzw. bis 996 Pixel®
mittel | von 250 um? bis 1250 um? bzw. von 996 Pixel? bis 4980 Pixel?
groR tiber 1250 pm? bzw. {iber 4980 Pixel®

Fir die Berechnung der PEDF-Flache wurden zunéchst die Signalformationen direkt
anhand des Bildes in der 25fachen VergroRerung umrandet. Mit Hilfe des
Analyseprogramms anaLYSIS® wurde dann die entsprechende Flachengrof3e bestimmt.
Dem liegt folgender Umrechnungsfaktor zugrunde: Pixel> entspricht 0,251 pm?Z.
Angegeben wurde die Anzahl und der Summenwert in Pixel’ pro Bild. Die Messung
erfolgte stets am Lichtmikroskop, die so bearbeiteten Fotografien wurden gespeichert
und die GréRBe und Anzahl der einzelnen Signale in eine Tabelle Ubertragen. Pro
Préaparat wurden somit 6 Fotografien beurteilt.

.

oy
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Material und Methoden
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Abbildung 2.5: Darstellung eines Beispielpraparates in 25facher Vergréf3erung ohne (Bild
oben) und mit (Bild unten) Markierung zur Auswertung des PEDF-Signals

Die Signalintensitdt wurde in 100facher VergroRerung bestimmt, dabei wurden die
verschiedenen Intensitatsstufen definiert als keine (0), schwache (1), mittlere (2) oder
starke (3) Farbung. Ein Beispiel hierfiir zeigt die Abbildung 2.5. Die Intensitat wurde fir
jedes Bild eines Tumorpraparates beurteilt und anschlielRend der Mittelwert fir das
jeweilige Préparat errechnet. Es ergaben sich demnach pro Praparat 12 Fotografien, die
nach diesem Schema beurteilt wurden.

A: keine PEDF-Farbung B: schwache PEDF-Intensitat

50



e lvET 2 TR Ty AT L N, RIS N R0
- D "." iy ¥ ‘-\bv F '..l( . 8 ) e .
R S 1 ;s“j"};. ARG RR ,‘,’,, . S N NS T N
- eg 8 GRS A R ol e SR WL o ’ e
v %g & » ) .’ ,'l 5 L) 4 9” 4 . ,' .. 0_’_::. % N 'k,k
W g N PRSIV AT @ | | N € ST\ N B T g S
\ g% 4 lL"'{.‘h-' “2 8 f /%4 LN, TR whaN e 1‘“«'
Bl o SR M ‘4 Lt U WA Yoar Hw

A T B P AN B B SRV 2 W Vaes s k]
T QQ' y )l' Y ~“ ‘4; ;'. " r" d‘ , ;“ w"r‘ \-"‘-. l‘: ; < ‘.‘S 9’, ;
™ A gt 4 ./ A T N N ¢
oF Q| e g LI a f: ; S TS U RN T e
e - \ ‘ p f . > NOE {‘ - PN N

Y #‘ ?{ o o« B AR Oy D

AR TR W AR | | S LN SRON |

> S NS F SAYIE S RSRSR L s, R
S 48 - 5 ¢ o : -'g _u" .A.' - - 2> S > b |

™~ e s - ) o~ y - ®, N ¥

 » £ .ﬁ’ ."' ',"‘ <t ¥ 3 '?-f ’i’o 5 ~ 3\"'%{? 2 ‘\‘- D 5 4 N
@ ““Q; ,“ SPad “:"l ‘m 4 \“ = s ® A3 b

C: mittlere PEDF-Intensitat D: starke PEDF-Intensitéat

Abbildung 2.6: Darstellung eines Tumorpraparates in 100facher VergroRerung der PEDF-
Farbung. Die Abbildungen zeigen beispielhaft die unterschiedlichen Intensitatsstufen:
keine Farbung (A), schwache Intensitat des PEDF-Signals (B), mittlere Intensitat (C) und

starke Intensitat (D)

2.4 Statistisches Verfahren

Die statistische Analyse mit den erhobenen Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit dem
Institut flir Medizinische Statistik der Georg-August-Universitat Goéttingen. Die Analysen
zur Uberlebensstatistik wurden mit der Statistica-Software, Version 9 fiir Windows von
StatSoft durchgefiihrt. Die Untersuchungen zum Vergleich der Daten der
Plattenepithelkarzinome und der Adenokarzinompatienten erfolgte mit dem
Statistikprogramm SAS. Fir die Haufigkeitsverteilung der Messwerte fir CD31 und PEDF
wurden die jeweiligen Mittelwerte und die Standardabweichung berechnet und anhand
von Histogrammen dargestellt. Die Korrelation der Messwerte des Plattenepithelkollektivs
und des Adenokarzinomkollektivs zwischen Untersucher 1 und Untersucher 2 wurde
mittels der Pearsonschen Korrelation berechnet und dargestellt. Hier wurden die
jeweiligen Mittelwerte herangezogen. Fir die Untersuchung der Korrelation der CD31-
Parameter und der PEDF- Intensitdt sowie der PEDF-Flache wurden ebenfalls die
Pearsonsche Korrelation angewandt. Die Uberlebenszeitanalysen in Abhangigkeit
verschiedener Variablen wurden mittels der Kaplan-Meier-Methode geschétzt. Die
Signifikanz bei den oben genannten Untersuchungen wurde mit dem jeweiligen p-Wert
angegeben. Dabei wurde bei einem Signifikanzniveau von 5% (P<0,05) die
angenommene Nullhypothese (Gleichheit zwischen Gruppen) verworfen. Es ergab sich

eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert <0,05 in der Uberlebenszeit. Fir die
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Uberlebenszeitanalyse in Abhangigkeit der gemessenen Variablen (CD31, PEDF-
Intensitat und PEDF-Flache) wurde jeweils das Patientenkollektiv in zwei Gruppen geteilt,
wobei die Teilungsgrenze mit Hilfe von Mittelwert und Median berechnet wurde. Der
Median ist der Wert, welcher an der mittleren Stelle einer Auflistung von Zahlenwerten
steht, wenn diese der Grof3e nach sortiert werden. Die Darstellung der Verteilung der
Messwerte der einzelnen Variablen (CD31, PEDF-Intensitat, PEDF-Flache) erfolgte zur
anschaulicheren Darstellung in Form von Boxplots, dabei wurde eine separate
Darstellung fur Plattenepithelkarzinom und Adenokarzinom vorgenommen. Diese wurden
mit der Statistiksoftware R auf Grundlage folgendes Algorithmus ,boxplot(x,data=)*
erstellt. Dabei bezeichnet x die gemessenen Werte der oben genannten Variablen. Die
Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitanalysen in Abhangigkeit der CD31-
Expression, PEDF-Intensitéat sowie der PEDF-Flache wurde mittels der Cox-Regression
errechnet, um die Unabhangigkeit der eingeteilten Gruppen zu bewahren. Mit Hilfe des
Cox-Modells lasst sich der Einfluss von erklarenden Variablen auf eine Uberlebenszeit

untersuchen.
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung der Patientenkollektive

Gesamtkollektiv (n=42)
o Vollst.  + Zensien

1.2
1.1
1.0
09t
0a
07
06

D,5 i H——t— it
04} 1-‘—

03t

Kumulierte Uberlebensanteile

02t
o1

oo

0 2 4 B B 10 12
Uberlebenszeit {in Jahre)

Abbildung 3.1: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse fiir das Gesamtiiberleben des

Kollektivs der Plattenepithelkarzinompatienten

In der nachfolgenden Tabelle 3.2 sind die Charakteristika der Patientenkollektive
aufgeflihrt, welche fur die verschiedenen Fragestellungen herangezogen wurden.

Fur die Untersuchungen zur Uberlebensanalyse wurde das Kollektiv der Patienten,
welche an einem Plattenepithelkarzinom erkrankt waren betrachtet. Insgesamt gehoéren
dieser Gruppe 42 Patienten an, davon sind 41 Patienten Manner und eine Frau. Vier der
Patienten bekamen eine neoadjuvante Chemotherapie, ansonsten wurden keinerlei
préaoperative Therapien durchgefuhrt. Das durchschnittliche Lebensalter bei Operation
lag bei 65,86 (STD 7,77) wobei die Altersspanne von 49,76 bis 80,22 reichte. Eine
begleitende adjuvante Chemotherapie bekamen 6 Patienten, ebenso eine Radiotherapie.
Die ermittelte Stadieneinteilung zeigt eine relativ gleichmafige Verteilung. Die Mehrheit
der Patienten befindet sich in den Stadien 1la bis 3a nach der neusten UICC 2010.
Lediglich 2 Patienten befinden sich im Stadium 3b. Nach dem letzten Follow-up, das im

Januar 2010 durchgefihrt wurde, waren insgesamt 18 Patienten an dem Primartumor, 5
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Patienten an einer nicht-tumorbedingten Ursache verstorben und 19 Patienten waren
weiterhin in gutem Allgemeinzustand am Leben. In der Abbildung 3.1 ist graphisch die
Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse fir das Gesamtiiberleben des vorliegenden
Patientenkollektivs dargestellt.

Tabelle 3.1: Gruppierung des Plattenepithelkarzinomkollektivs nach Tumorstadium

la Ib lla lIb llla b
verstorben an Primartumor in % 12,5 | 46,67 0 50 62,50 | 66,67
verstorben nicht-tumorbedingt in % 25 6,67 0 0 12,5 | 33,33
Lebend in % 62,5 | 46,66 | 100 50 25 0

Das Kollektiv der Adenokarzinompatienten weist ebenfalls weder eine
Fernmetastasierung noch einen Residualtumor auf und umfasst 27 Patienten, davon 20
Méanner und 7 Frauen, deren Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Operation bei 63,18
Jahren lag (STD 10,91). Vier der Patienten bekamen eine neoadjuvante Chemotherapie
und ein Patient eine neoadjuvante Bestrahlung. Eine begleitende adjuvante
Chemotherapie wurde bei vier Patienten durchgefiihrt, ebenso eine Radiotherapie. Die
Stadieneinteilung zeigt eine ungleiche Verteilung. 16 Patienten befanden sich im Stadium
| (la=10, Ib=6), 5 Patienten in Stadium Il (lla=1, llb=4) und 6 Patienten im Stadium llla.
Nach dem letzten Follow-up, durchgefiihrt im Januar 2010, verstarben insgesamt 14
Patienten an einem Primartumor, 7 Patienten an einer nicht tumorbedingten Ursache und

6 Patienten waren weiterhin am Leben.

Tabelle 3.2: Patientencharakteristika

Kollektiv Gesamtkollektiv Plattenepithel- Adenokarzinom-
(n=69) karzinomkollektiv kollektiv
(n=42) (n=27)
durchschnittliches 64,76 65,85 63,18
Lebensalter bei Operation
Geschlecht
Frau 8 (12%) 1 (2%) 7 (26%)
Mann 61 (88%) 41 (98%) 20 (74%)
Neoadjuvante 8 (12%) 4 (10%) 4 (15%)

Chemotherapie
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Tumorstadium (UICC 2010)
IA
B
A
1B
A
1B

Grading
1
2
3

Lymphknotenstatus
NO
N1
N2
N3

Adjuvante Chemotherapie
Adjuvante Radiotherapie

Todesursache
Primartumor
nicht tumorbedingt

lebend nach letztem
Nachbeobachtungszeitraum

18 (26%)
14 (20%)
9 (13%)
11 (16%)
15 (22%)
2 (3%)

1 (2%)
45 (65%)
23 (33%)

44 (63%)
13 (19%)
11 (16%)
1 (2%)
10 (14%)
10 (14%)

32 (46%)

12 (17%)
25 (36%)
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17 (63%)
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3.2 Untersuchungen zur Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit von
verschiedenen EinflussgroBen anhand des Kollektivs der
Plattenepithelkarzinompatienten

3.2.1 Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit von den Tumorstadien (nach UICC

2010)
Gesamtiiberleben in Abhangigkeit des Tumorstadiums {n=42)
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Abbildung 3.2: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse in Abhangigkeit von den

Tumorstadien

In Abbildung 3.2 sind die Kaplan-Meier-Kurven fur das Gesamtiberleben in Abhangigkeit
von den unterschiedlichen Tumorstadien (nach UICC 2010) aufgezeigt. Anhand der 5-
Jahresiiberlebensraten ist eine deutliche Abstufung zu Gunsten der niedrigeren Stadien
zu erkennen, was die bessere Uberlebensprognose in diesen Stadien verdeutlicht. Nach
3 Jahren betragt das Gesamtiiberleben im Stadium la 88% und nach 5 Jahren liegt es
bei 75% und bleibt auf diesem Niveau, selbst nach Gber 9 Jahren. Im Stadium Ib betragt
die 5-JUR 50%, im Stadium Ila ebenfalls und im Stadium Ilb liegt sie bei 57%. Das
Stadium llla hat eine 5-JUR von 50%, nach 7,15 Jahren jedoch ist kein Patient mehr am
Leben. Im Stadium Illb ist eine 5-JUR von 33% zu beobachten und nach 8,16 Jahren ist

kein Patient mehr am Leben.
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3.2.2 Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit von der TumorgréRe

Tumorgribe vs. Uberleben (n=42)
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Abbildung 3.3: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse in Abhangigkeit von der TumorgroRe

In Abbildung 3.3 sind die Kaplan-Meier-Kurven fur das Gesamtiberleben in Abhangigkeit
der TumorgroéRe dargestellt. Es findet sich ein statistisch signifikanter Unterschied mit
einem p-Wert von 0,029 zwischen den Patienten mit einem pT1-Tumor (n=10) und den
Patienten mit einem pT2-4 Tumor (n=32). Dieser Unterschied spiegelt sich in der
Uberlebensprognose wider. Die Patienten mit einem pT1-Tumor haben eine 3-JUR von
90% und eine 5-JUR von 80%, wéhrend Patienten mit einem Tumor groRer als pT1 eine
3-JUR von 48% und eine 5-JUR von 44% aufweisen. In dem hier untersuchten
Patientenkollektiv haben die Patienten mit einem Tumor geringeren Durchmessers eine

deutlich bessere Prognose.
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3.2.3 Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit vom Lymphknotenstatus

Lymphknotenstatus vs. Uberleben (n=42}
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Abbildung 3.4: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse in Abhangigkeit vom
Lymphknotenstatus

In Abbildung 3.4 sind die Kaplan-Meier-Kurven fur das Gesamtiberleben in Abhangigkeit
vom Lymphknotenstatus dargestellt. Abgebildet sind ein positiver Lymphknotenstatus, als
pN1-x bezeichnet (n=15) versus negativem Status, als pNO bezeichnet (n=27). Ein
statistisch signifikanter Unterschied konnte nicht festgestellt werden (p = 0,426). Es lasst
sich jedoch ein tendenziell prognostisch besserer Verlauf abzeichnen, mit einer 5-JUR
von 55,6% fur NO im Vergleich zu einer 5-JUR bei Patienten mit einem positiven
Lymphknotenstatus von 46,6%.
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3.2.4 Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit vom CD31-Expressionsstatus

CD-31-Expressionsstatus vs. Uberleben {n=42)
o Vollst.  + Zensiert
p=0,03822

10F
nsr
na

CD-31-Expression> 135 |
07 F _

0g

05

04|

03} s

n2r

Kumulierte Uberlebensanteile

04} :
oo} CD-31-Expression<135

0 1 2 3 4 g B 7 5 g 10 11
Uberlebenszeit {in Jahre)
Abbildung 3.5: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse in Abhéngigkeit von der CD31-

Expression

Die Abbildung 3.5 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven fiir das Gesamtlberleben in
Abhangigkeit von der CD31-Expression, hierzu wurden die ausgewerteten Daten der
Auszahlung des CD31-Signals der Fotografien hinzugezogen. Um die Mikrogefalidichte
auf das Uberleben zu beziehen, wurde das Patientenkollektiv in zwei Gruppen geteilt. Die
Teilungsgrenze wurde bei dem Median der Mittelwerte aller Praparatmesswerte fiir CD31
(MW=150,9) festgelegt, welcher 135 betragt. 21 Patienten gehoérten somit der Gruppe an,
bei der mehr als 135 braungeféarbte Signale gezahlt wurden und bei 21 Patienten wurden
weniger als 135 solcher Mikrogefalle gezahlt. Es zeigt sich eine statistische Signifikanz
mit einem p-Wert von 0,038, welcher mit der Cox-Regression errechnet wurde um die
Unabhéangigkeit der eingeteilten Gruppen zu bewahren. Mit Hilfe des Cox-Modells lasst
sich der Einfluss von erklarenden Variablen auf eine Uberlebenszeit untersuchen. In der
Kaplan-Meier-Darstellung ist zu erkennen, dass sich die Hohe der CD31-Expression in
der Prognose widerspiegelt. Die 5-JUR der Patienten mit hoher CD31-Expression betragt
67% und befindet sich auch noch nach 10 Jahren bei 53%, wahrend bei Patienten mit
CD31-Expressionsstarke unter 135 die 5-JUR bei 37% liegt und nach weniger als neun

Jahren kein Patient mehr am Leben war.
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3.2.5 Uberlebenszeitanalyse in Abhiingigkeit von der PEDF- Fliche

PEDF-Fliche vs. Uberleben {(n=42)
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Abbildung 3.6: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse in Abhangigkeit von der PEDF-

Expression, gemessen an der PEDF- Flache

Die Abbildung 3.6 stellt die Kaplan-Meier-Kurven in Abhangigkeit von der PEDF-
Expression, gemessen als PEDF- Flache, dar. Hierfir wurden die Daten der Auswertung
der Fotografien genommen. Um das Patientenkollektiv fir die Darstellung in zwei
Gruppen teilen zu kdonnen, wurde auch hier der Median (2986) berechnet und als
Teilungsgrenze bestimmt. Die eine Gruppe weist eine PEDF- Flache von tber 2986 auf
und die andere Gruppe liegt unterhalb dieser Grenze. Die Berechnung des p-Wertes
anhand der Cox-Regression ergab keine statistische Signifikanz, er betragt 0,462. In der
Kaplan-Meier-Darstellung ist keine eindeutige Uberlebensprognose zuzuordnen. Die 3-
JUR der beiden Gruppen liegen bei 57%, die 5-JUR liegt bei der Gruppe der PEDF-
Flache < 2986 weiterhin bei 57%, wahrend sie bei der zweiten Gruppe auf 47%

abgefallen ist.
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3.2.6 Uberlebenszeitanalyse in Abhiingigkeit von der PEDF- Intensitit

PEDFIntensitiit vs. Uberleben (n=42)
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Abbildung 3.7: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse in Abhangigkeit vom PEDF -Signal,

gemessen an der PEDF- Intensitat

Die Abbildung 3.7 stellt die Kaplan-Meier-Kurven in Abhangigkeit von der PEDF-
Intensitat dar. Auch hier wurden 2 Gruppen gebildet. Die Grenze fiur die Gruppenbildung
liegt bei dem Median der Mittelwerte der Intensitatsbestimmung, welcher 2,135 ergab.
Die erste Gruppe mit 21 Patienten weist eine Intensitat hher als der Median auf und die
andere Gruppe liegt unter dieser Grenze und besteht ebenfalls aus 21 Patienten. Der p-
Wert, errechnet mit der Cox-Regression, ist statistisch nicht signifikant, er betragt 0,764.
Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen eine anfangs bessere Uberlebensprognose der
Patienten der Gruppe mit einer geringeren PEDF- Intensitat. Die 3-JUR betréagt hier 64%
und die 5-JUR liegt bei 57%. Die Patienten der Gruppe mit einer Intensitit > 2,135 haben
eine 3-JUR von 62% und eine 5-JUR von 46%.

3.2.7 Haufigkeitsverteilung der Messwerte fiir CD31 und PEDF

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen die Haufigkeitsverteilungen fir die ausgezahlten
Messwerte. Pro Tumorpraparat wurden 12 Fotografien in der 100fachen Vergréf3erung

angefertigt. Die CD31-Auszahlung erfolgte anhand dieser Bilder. Fiur die Darstellung der
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CD31-Haufigkeitsverteilung wurden die Mittelwerte aller CD31-Signalauszahlungen
gebildet. Der Median der 42 Mittelwerte liegt bei 135.

Haufigkeitsverteilung der CD31-Messwerte
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Abbildung 3.8: Haufigkeitsverteilung der CD31-Messwerte

Die Haufigkeitsverteilung der PEDF-Flache ist in Abbildung 3.9 dargestellt. Aus den
Flachen der 6 histologischen Bilder wurde eine Gesamtflache fir das Praparat gebildet.
Die Gesamtflache ist fur die Haufigkeitsverteilung herangezogen worden.

Hiufigkeitsverteilung der Messwerte fiir die PEDF-Flache
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Abbildung 3.9: Haufigkeitsverteilung der Messwerte fur die PEDF-Flache
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Die Beurteilung der PEDF-Intensitat erfolgte anhand der Fotografien, die in 100facher
Vergrof3erung angefertigt wurden. Fir die Darstellung des Histogramms wurden die
Mittelwerte der 12 PEDF-Intensitdten pro Tumorpraparat gebildet. Der Median dieser
Werte betragt 2,135.
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Abbildung 3.10: Haufigkeitsverteilung der Messwerte fur die PEDF-Intensitét

3.3 Untersuchungen zur CD31- und PEDF- Expression anhand des Vergleichs von
Adeno- und Plattenepithelkarzinompatienten

3.3.1 Verteilung der Messwerte der einzelnen Variablen

Zur anschaulicheren Darstellung der Messergebnisse sind in nachfolgenden Abbildungen
die MEBiciviiic it ey er o s e s e e FOrM VON Boxplots
abgebildet. Dabei sind jeweils die Messergebnisse der Plattenepithelkarzinompatienten
denen der Adenokarzinompatienten gegenubergestellt. Man kann erkennen, dass der
Median der Werte des Kollektivs der Plattenepithelkarzinompatienten tber dem der
Adenokarzinompatienten liegt. Dies gilt sowohl fir das CD31-Signal als auch fur die
PEDF- Intensitat und PEDF- Flache.
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Abbildung 3.11: Darstellung der Verteilung der Messwerte des CD31-Signals in Form von
Boxplots
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Abbildung 3.12: Darstellung der Verteilung der Messwerte der PEDF- Flache in Form von

Boxplots
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Abbildung 3.13: Darstellung der Verteilung der Messwerte der PEDF- Intensitat in Form

von Boxplots

3.3.2 Korrelation der CD31- Expression und der PEDF- Intensitat
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Abbildung 3.14: Darstellung der Korrelation des CD31-Signals und der PEDF- Intensitét

des Gesamtkollektivs
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Fir die Darstellung der Korrelation der CD31-Expression und der PEDF-Intensitat
wurden die 12 Werte fur CD31 mit den 12 Werten fir die PEDF- Intensitat pro Praparat
miteinander verglichen. Die Darstellung fir das Gesamtkollektiv (n=69) zeigt die
Abbildung 3.14. Mit einem p-Wert von 0,058 ergab sich keine statistische Signifikanz,
dennoch ist eine negative Korrelation des CD31-Signals im Verhéaltnis zur PEDF-
Intensitat zu erkennen. In der Abbildung 3.15 ist die Korrelation der CD31-Signale und
der PEDF-Intensitat des Kollektivs der Plattenepithelkarzinompatienten dargestellt, hier
zeigt sich ein Trend flr eine negative Korrelation mit einem bei grol3er Fallzahl
signifikantem p-Wert (p=0,013). Im Vergleich dazu ergab sich bei alleiniger Betrachtung

des Adenokarzinomkollektivs keine signifikante Korrelation. Die Darstellung ist in

Abbildung 3.16 zu sehen.
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Abbildung 3.15: Darstellung der Korrelation des CD31-Signals und der PEDF- Intensitét
beim Kollektiv der Plattenepithelkarzinompatienten
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Abbildung 3.16: Darstellung der Korrelation des CD31-Signals und der PEDF- Intensitat

beim Kollektiv der Adenokarzinompatienten

3.3.3 Korrelation der CD31- Expression und der PEDF- Flache
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Abbildung 3.17: Darstellung der Korrelation des CD31-Signals und der PEDF- Flache des

Gesamtkollektivs.
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Fiur die Untersuchung der Korrelation des CD31-Signals und der PEDF- Flache wurde
zum Vergleich der Daten der Median der CD31-Auszéhlungen pro Préparat gebildet und
ebenso der Median der PEDF- Flachenberechnung. Fiur die Berechnung der PEDF-
Flache wurden pro Préparat 6 Fotografien in 25facher Vergro3erung angefertigt, anhand
dieser Bilder wurde die Flache der PEDF-Signalgebung gemessen, die sich fleckformig
darstellt. Aus den Flachen der 6 histologischen Bilder wurde eine Gesamtflache fir das
Praparat gebildet. Die Gesamtflache ist fur die Haufigkeitsverteilung herangezogen
worden. Die Medianwerte des CD31-Signals und der PEDF-Flache wurden anschliel3end
miteinander korreliert. Fir das Gesamtkollektiv (n=69) ergab sich keine signifikante
Korrelation (p= 0,553) wie in Abbildung 3.17 zu sehen ist. Wurde die Korrelation nur fir
das Kollektiv der Adenokarzinompatienten betrachtet, ergab sich eine positive
Korrelation von CD31 und der PEDF- Flache (p= 0,025). Hier verhalten sich die Signale
gleichsinnig. Die Darstellung ist in Abbildung 3.18 zu betrachten. Bei Untersuchung des
alleinigen Plattenepithelkarzinomkollektivs zeichnete sich wiederum keine signifikante

Korrelation ab (p= 0,530), wie die Darstellung 3.19 zeigt.
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Abbildung 3.18: Darstellung der Korrelation des CD31-Signals und der PEDF- Flache

beim Kollektiv der Adenokarzinompatienten
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Abbildung 3.19: Darstellung der Korrelation des CD31-Signals und der PEDF- Flache

beim Kollektiv der Plattenepithelkarzinompatienten

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in dem hier untersuchten Patientenkollektiv die
Patienten mit einem Tumor von geringerem Durchmesser eine deutlich bessere
Uberlebensprognose haben als Patienten mit einem Tumor groReren Durchmessers.
CDa31-

Expressionsstatus ergaben ein statistisch signifikant besseres Uberleben bei hoher

Untersuchungen  zur  Uberlebenszeitanalyse in  Abhangigkeit vom
CD31-Expression. Zudem ergibt sich eine signifikante Korrelation der CD31-Signale und
der PEDF-Intensitat bei Betrachtung des Kollektivs der Plattenepithelkarzinompatienten.
Bei Betrachtung der CD31-Signale und der PEDF-Flache fir das Kollektiv der

Adenokarzinompatienten besteht ebenfalls eine signifikante Korrelation.
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3.4 Korrelation der Messwerte des Gesamtkollektivs zwischen Untersucher 1
und Untersucher 2

In den nachfolgenden Abbildungen sind die Korrelationen der Messwerte des
Gesamtkollektivs zwischen Untersucher 1 und Untersucher 2 bildlich dargestellt. Die
Korrelation der CD31-Auswertung ist mit einem Korrelationskoeffizienten nach Pearson
von 0,996 eindeutig. Der Mittelwert von Untersucher 2 liegt mit einem Wert von 147,90
minimal Uber dem Wert des Untersuchers 1, welcher 145,99 betragt.
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Abbildung 3.20: Korrelation der CD31-Expression zwischen Untersucher 1 und

Untersucher 2

Abbildung 3.21 zeigt die Korrelation der PEDF-Flache, gemessen in pm? Der
Korrelationskoeffizient ergibt 0,780 und zeigt eine gute Korrelation zwischen den
Untersuchern, weicht jedoch in der Konsistenz leicht ab. Der Mittelwert von Untersucher

1 liegt mit 5384 pm? leicht (iber dem von Untersucher 2, welcher 5247 ym? betragt.
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Abbildung 3.21: Korrelation der PEDF-Flache zwischen Untersucher 1 und Untersucher 2

In Abbildung 3.22 ist die Korrelation der PEDF-Intensitéat dargestellt. Der Mittelwert des

Untersuchers 2 liegt auch hier mit einem Mittelwert von 2,18 etwas tber dem Mittelwert

von 2,11 des Untersuchers 1. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson betragt 0,966

und zeigt auch hier eine eindeutige lineare Korrelation.
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4 Diskussion

4.1 Beurteilung der Studienergebnisse und Vergleich mit anderen Studien

In der vorliegenden Studie wurden Untersuchungen zur Neoangiogenese bei
Bronchialkarzinompatienten durchgeftuihrt. Hierzu werden CD31 (PECAM-1), welcher als
Marker fur vorhandene Neoangiogenese fungiert, sowie PEDF als Antiangiogenesefaktor
beschrieben und deren Einfluss auf die GefaRbildung untersucht. Anhand des Kollektivs
der Plattenepithelkarzinomproben wurden zunéchst Aussagen uber die Prognose in
Abhé&ngigkeit diverser Variablen gemacht. Die in der Literatur beschriebenen klassischen
EinflussgréRen wie TumorgréfRe, Lymphknotenstatus und Tumorstadieneinteilung auf die
Uberlebensraten konnten in dieser Arbeit bestatigt werden, allerdings erbrachte lediglich
die Untersuchung der TumorgréRe eine statistisch signifikante Aussage. Hier konnte
gezeigt werden, dass Patienten mit einem pT1-Tumor eine deutlich bessere
Uberlebensprognose haben als Patienten mit einem Tumor der GroRe T2 oder gréRer.
Betrachtet man die Jahreslberlebenszeiten, ist ersichtlich, dass Patienten in einem weit
fortgeschrittenen Stadium eine schlechtere Prognose aufweisen als Patienten in einem
anfanglichen Stadium. Ebenfalls ist bei Betrachtung des Lymphknotenstatus ersichtlich,
dass Patienten ohne Lymphknotenmetastasierung eine bessere Uberlebensprognose
zeigen als Patienten mit positivem Lymphknotenstatus. Zahlreiche Wissenschaftler
beschaftigen sich zunehmend mit der Erforschung neuer Einflussgroflen auf das
Tumorwachstum und seine Aggressivitat. Hierbei ist die Angiogenese ein zentraler
Bestandteil. Einige Studien konnten zeigen, dass eine vermehrte Angiogenese,
gemessen an einer erhdhten Gefal3dichte im Tumorgewebe im Vergleich zum normalen
Gewebe mit einer schlechten Prognose assoziiert ist. Die intratumorale Gefal3dichte
wurde als ein unabhangiger Prognosefaktor fur Brust- (Toi et al. 1993) und
Blasentumoren beschrieben (Dickinson et al. 1994;). Weidner et al konnten zudem eine
Korrelation mit Metastasenbildung bei invasiven Brust- und Prostatakarzinomen
feststellen, ermittelt anhand des Faktor VIII. In einer Studie von 49 Patientinnen mit
einem Mammakarzinom zeigte die Gruppe mit der geringsten Kapillarisierung nur zu 14%
eine Metastasierung, wahrend die Patienten mit einer sehr starken Gefalidichte zu 100%

Metastasen aufwiesen (Weidner et al. 1993; Weidner et al. 1991).

Eine Reihe von Studien haben in den letzten Jahren die prognostische Relevanz der
Neoangiogenese auch bei Lungentumoren nachgewiesen (Chandrachud et al. 1997
Fontanini et al. 1997; Hansen et al. 2000; Horak et al. 1992; Toi et al. 1995; Vartanian
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und Weidner 1994). Horak et al. zeigten, dass das Tumorgewebe eine starkere
Vaskularisierung besitzt als normales Lungengewebe und dass die Anzahl der GefaRRe
mit der Lymphknotenmetastasierung assoziiert ist (Horak et al. 1992). Toi et al
untersuchten die intratumorale Gefal3dichte, die sogenannte MVD (microvessel density)
anhand der Faktoren VIII und VEGF und zeigten in einer postoperativen Studie bei
Patienten mit primarem Lungentumor durch Vergleiche von negativen und positiven
Lymphknotenmetastasen mittels immunhistochemischer Préaparate, dass MVD ein
potenter prognostischer Marker ist (Toi et al. 1995). Trotz der vielen Studien, die eine
Korrelation zwischen der MVD und der Prognose bei Lungentumoren aufzeigen, missen
Untersuchungen bertcksichtigt werden, die keine Beziehung zwischen Gefalidichte und
Prognose ergaben. In einer Studie von 88 Patienten mit einer Beobachtungsperiode von
Uber 5 Jahren zeigten Chandrachud et al., dass die GefaR3dichte nicht assoziiert ist mit
dem Alter, Tumortyp, TumorgroRe, Tumorstadium, Lymphknotenstatus und
Uberlebenszeit (Chandrachud et al. 1997).

Die Angiogenese ist ein komplexes Ph&dnomen, das im Tumorgewebe vermehrt aktiviert
wird. Derzeit ist das am haufigsten verwendete Verfahren, um die Angiogenese
beurteilen zu koénnen, die Quantifizierung der intratumoralen GeféaRdichte. Um die
Mikrogeféal3e sichtbar zu machen, wird ein immunhistochemisches Verfahren angewandt
(wie bereits in Kapitel 2 beschrieben). In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswertung
beziglich der Expression der Angiogenesefaktoren in Anlehnung an die bereits
beschriebene Methodik von Weidner et al. durchgefiihrt (Weidner et al. 1991). Weidner et
al. bestimmten die MVD beim Bronchialkarzinom anhand des Faktors VIII, indem die
immunhistochemischen Farbungen ausgezahlt und die Intensitat bestimmt wurde. Das
Patientenkollektiv bestand zu 61% aus metastasierten Lungenkarzinom-patienten. Sie
konnten zeigen, dass die Anzahl sowie die Intensitat bei Patienten mit metastasiertem
Lungentumor im Vergleich zu den nichtmetastasierten Patienten deutlich erhdht war
(Weidner et al. 1991). Derzeit werden neuere Antikorper eingesetzt, die sich durch ihre

hohere Sensitivitat etabliert haben wie CD31 (Giatromanolaki et al. 1997).

In der vorliegenden Studie ergab eine hohe CD31-Expression ein statistisch signifikant
besseres Uberleben der Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom. Dieses Ergebnis
war aufgrund anderer veroffentlichten Studien recht unerwartet und steht teilweise in
Widerspruch zu bereits durchgefuhrten Untersuchungen. Eine Metaanalyse Uber die
Rolle einiger MVD-Faktoren bei Patienten mit Lungentumor zeigte, dass eine starke

Signalgebung der MVD mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist. In die Analyse
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wurden acht Studien Uber CD31 eingeschlossen, wobei sieben der Studien den Einfluss
von CD31 auf NSCLC untersuchten und eine Studie ein Patientenkollektiv, welches an
einem Adenokarzinom erkrankte, betrachtete (Meert et al. 2002). Die Studien schlossen
teilweise Patienten unterschiedlichen Stadiums ein, so betrachteten funf der Studien
Patienten im Stadium | und drei der Studien Patienten in den Stadien | bis Ill, dies
erschwert den Vergleich und die Aussagen der Studien. In der Metaanalyse konnte
zudem erkannt werden, dass eine standardisierte Beurteilung bei der Zahlung der MVD
notig ist. Vor allem die Unterschiede bei der Benutzung unterschiedlicher Antikérper-
klone, die Identifizierung der sogenannten hot spots und die Auszahlungsmethoden
machten einen Vergleich schwer (Meert et al. 2002). Fur die Auszahlung ist es wichtig,
das Gebiet mit der maximalen GefaRRdichte zu identifizieren (Vermeulen et al. 1997). Dies
kann beim Lungentumor erschwert sein, da die Grenze zwischen gesundem Gewebe und
Tumorgewebe oftmals unscharf durch das Vorhandensein von Atelektasen, Fibrose und
Entzindungszellen zu erkennen ist (Meert et al. 2002). Wie bereits erwdhnt, habe ich
mich in der vorliegenden Arbeit auf das von Weidner et al. beschriebene
Auszahlungsverfahren gestuitzt (Weidner et al. 1991). Eine Studie Gber die Prognose des
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms in den Stadien IB-IIA in Abhangigkeit von VEGF,
CD31, CD34 und CD105 ergab, dass eine hohe MVD gemessen durch CD34 eine starke
Korrelation mit einem niedrigen Uberleben hat. Die anderen Angiogenesefaktoren
konnten dies nicht eindeutig zeigen, was womdglich daran liegt, dass die Faktoren wie
CD31 eher mit metastasierenden Prozessen korrelieren (Mineo et al. 2004). Duarte et al.
konnten in ihrer Analyse bezuglich der CD31-Quantifizierung keine Aussagen Uber das
Uberleben der Patienten treffen (Duarte et al. 1998).

Untersuchungen des CD31-Angiogenesefaktors an weiteren Tumorentitdten erbrachten
unterschiedliche Ergebnisse. Eine Studie an Patienten mit Brustkrebs beschéftigte sich
mit der prognostischen Bedeutung der Quantitdt von PECAM-1. Die Untersuchungen
ergaben fir die Gesamtiiberlebenszeit eine schlechtere Prognose, wenn CD31 stark
exprimiert war. Bei einer Signalgebung des CD31-Markers von uber 20% korrelierte
diese bei lymphknotenpositiven Patienten mit der metastasenfreien Uberlebenszeit und
der rezidivfreien Uberlebensrate (Charpin et al. 1997). Eine weitere Studie ergab
ebenfalls das Ergebnis von CD31 als einen unabhangigen Prognosefaktor bei primaren
Mammakarzinompatienten (Toi et al. 1993). Untersuchungen bei Patienten mit invasivem
Blasenkrebs zeigten, dass MVD, gemessen anhand des CD31-Faktors, einen
unabh&ngigen Prognosefaktor auf das Uberleben der Patienten darstellt (Dickinson et al.

1994). Studien an Patienten mit malignem Melanom zeigten, dass bei metastasiertem
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Melanom eine erhdhte GefaRdichte, gemessen anhand des CD31-Faktors, besteht,
jedoch nicht bei den metastasenfreien Patienten, die keine erhthte CD31-Expression
zeigten (Demirkesen et al. 2006). Zudem zeigte sich bei CD31 eine hohe Assoziation
zwischen starker CD31 Signalgebung und der Prasenz von positiven Lymphknoten-
metastasen. CD31 zeigt einen starken prognostischen Einfluss beziglich Gesamt-
Uberlebenszeit und die rezidivireie Zeit (Valencak et al. 2004). Untersuchungen zur Rolle
der Adhasionsmolekile bei lymphatischer Metastasierung zeigten eine Assoziation der
CD31-Expression und Metastasierung bei T-Zell-Lymphomen (Roos 1993). Bei chronisch
lymphatischer Leukdmie der B-Zellen (B-CLL) konnte ein solcher Zusammenhang nicht
eindeutig belegt werden (lbrahim et al. 2003). Studien an Kklarzelligen
Nierenzellkarzinompatienten zeigten ein besseres Gesamtiberleben bei hoher CD31-
Endotheldichte als bei Patienten mit geringer CD31-Dichte (Anastassiou et al. 1996).

DelLisser et al. untersuchten in Tiermodellen der Ratte und Maus den Effekt der
Hemmung von CD31 und zeigten die zentrale Rolle von CD31 in der Neubildung von
GefalRen durch Interaktionen von endothelialen Zell-Zell-Adhasionsmolekilen (DeLisser
et al. 1997). In weiteren Mausmodellen mit Tumoren des humanen nicht-kleinzelligen
Lungenkrebs, murinen Melanomen und murinen Mesotheliomen konnte die Beteiligung
von PECAM-1 in der Bildung neuer Gefal3e gezeigt werden (Zhou et al. 1999). In einem
weiteren Tiermodell wurden Tumore, die in der menschlichen Haut gewachsen sind, auf
immundefiziente Mause Ubertragen, die dann mit einem Antikdrper gegen humanes
PECAM-1 behandelt wurden. Bei diesen Mausen zeigte sich eine abnehmende Dichte
der Gefal3formation um den Tumor (Cao et al. 2002). Diese Studien zeigen, dass die
zentrale Rolle des CD31-Faktors in der Neoangiogenese unumstritten ist. Allerdings ist
auffallig, dass die Ergebnisse der veroffentlichten Studien, die sich mit diesem Faktor und
seiner Aussage Uber die Prognose bei Tumoren auseinandersetzten, Unterschiede
aufweisen. Zum einen zeigen sich diese Unterschiede im Vergleich der verschiedenen
Tumorentitdten und zum anderen kommen die Studien an Lungentumoren zu
entgegengesetzten Aussagen wie oben beschrieben. Dies verdeutlicht, dass CD31,
obgleich seine Funktion in der Neoangiogenese gezeigt wurde und auch die zentrale
Rolle der Neoangiogenese fiir das Tumorwachstum von entscheidender Bedeutung ist,
als prognostischer Faktor nicht bei allen Tumoren gleich bedeutend ist. Ein gro3er Teil
der Studien sieht in CD31 einen wichtigen Prognosefaktor, der bei starker Expression mit
einer schlechten Prognose assoziiert ist. Da es jedoch Studien zu CD31 gibt, die einen
prognostischen Vorteil auf das Uberleben sehen, wenn CD31 hoch exprimiert wird,
(Anastassiou et al. 1996) und Studien, die keine Korrelation herausgefunden haben

(Duarte et al. 1998) oder diese Korrelation nur bei metastasierten Tumoren finden
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(Demirkesen et al. 2006; Mineo et al. 2004), sollte CD31 nicht als unabhéangiger
Prognosefaktor fur alle Tumorentitéaten gelten.

Womaoglich lauft das Tumorwachstum nicht bei jedem Tumor in gleicher Form ab und ist
auch eher ein unkontrollierter Vorgang. Fur die Zukunft wichtig scheint es
herauszufinden, wie das Tumorwachstum bei den unterschiedlichen Tumorentitéaten
organisiert ist, da es auffallig ist, dass die Studien an beispielsweise Mammakarzinom-
patienten alle zu dem Ergebnis kommen, dass eine starke CD31-Exprimierung mit einer
schlechten Prognose assoziiert und dagegen die Studien bei Bronchialkarzinompatienten
zu ungleichen Aussagen fihren.

Bei Patienten mit CD31 positivem Tumor, die eine starke Expression von CD31
aufweisen, stellt eine Antitumortherapie mit dem Angriffspunkt der CD31-Rezeptoren eine
mdogliche Behandlung dar. In Tiermodellen konnte bereits gezeigt werden, dass die
Hemmung von CD31 eine Dichteabnahme der Gefal3formation erzielt (Cao et al. 2002;
DeLisser et al. 1997; Zhou et al. 1999). Zu untersuchen bleibt, inwieweit diese
Antagonisierung den Tumor tatsachlich bekdmpft oder ob es nur ein weiteres Wachstum
blockiert. Bergom et al zeigten, dass PECAM-1 auch einen direkten Effekt auf den Tumor
ausiibt. Sie zeigten, dass bei Uberexpression in Mesotheliomzellen CD31 Resistenzen
gegeniber die von Etoposid als DNA-schadigendes Chemotherapeutikum ausgeibte
Apoptose induziert. PECAM-1 scheint demnach die Zellen vor Chemotherapie-induzierter
Apoptose zu schitzen. Eine Senkung der PECAM-1-Expression kdonnte demnach die
Tumorzellen anfalliger fir bestimmte Chemotherapeutika machen (Bergom et al. 2006).
Als Antiangiogenesefaktor wurde der Faktor PEDF untersucht. PEDF ist ein Mitglied der
Serinproteaseinhibitorfamilie, deren Mitglieder sich untereinander &hneln und wichtige
Funktionen bei zellularen Prozessen ausiiben (Steele et al. 1993; Xu et al. 2006), fir
PEDF jedoch konnte bisher kein inhibitorischer Effekt auf Proteasen nachgewiesen
werden (Becerra et al. 1995). PEDF spielt eine zentrale Rolle als natirlicher
Angiogenesehemmer (Steele et al. 1993) und besitzt ein sehr groRes Potential als
antiangiogener Faktor wahrend der Neovaskularisation von BlutgefaBen (Tombran-Tink
und Barnstable 2003a). Es konnte gezeigt werden, dass PEDF der starkste endogene
Inhibitor der Angiogenese ist, wobei seine Potenz doppelt so hoch wie Angiostatin und
mehr als siebenmal so hoch wie Endostatin ist (Anastassiou et al. 1996). PEDF ist in der
Lage, die Endothelzellmigration selbst in Anwesenheit von proangiogenen Faktoren wie
VEGF, Fibroblasten-Wachstumsfaktor-1, Fibroblasten-Wachstumsfaktor-2 und Inter-

leukin-8 zu hemmen (Hansen et al. 1998).
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In der vorliegenden Studie wurden Uberlebenszeitanalysen in Abhangigkeit des PEDF-
Signals durchgefihrt. Sowohl die Untersuchungen zur PEDF-Flache als auch zur PEDF-
Intensitat ergaben hier keine Korrelation auf das Uberleben und somit auf die Prognose.

In einer Studie Uber die Expression von PEDF und seiner Prognose bei NSCLC wurden
91 Patienten beobachtet; es konnte gezeigt werden, dass die Expression von PEDF im
Tumorgewebe geringer ist und dass die PEDF-Expressionsstarke negativ mit dem
Tumorstadium, der TumorgréRe und dem Uberleben der Patienten korreliert (Zhang et al.
2006). Eine weitere Studie mit rekombinantem PEDF, welches auf zwei
Lungenkrebszelllinien gegeben wurde, ergab in vitro ein signifikant reduziertes
Wachstum der Tumorzellen ohne das Wachstum der anderen vaskularen Zelllinien zu
beeinflussen. Ebenfalls konnte eine verringerte Motilitat und Adhasion an die
extrazellulare Matrix im Vergleich zu den Kontrollzellen beobachtet werden (Chen et al.
2009). Eine andere Untersuchung beschéftigte sich mit der Wirkung eines
Ribozymtransgens, welches die menschliche PEDF-Expression hemmen soll. Die
Wirkung wurde auf in vitro Lungenkrebszellen, endotheliales Zellwachstum und die
Angiogenese untersucht. Es zeigte sich sowohl in der menschlichen Lungenkrebslinie als
auch in den Endothelzellen (HECV) ein erheblich beschleunigtes Wachstum, wenn PEDF
ausgeschaltet wurde (Zhang et al. 2005). Ein Gentransfer des PEDF-Faktors zeigte in
vitro und in vivo nach intratumoraler Verabreichung in einen Lungentumor eine
signifikante Hemmung des Tumorwachstums, ein verlangertes Uberleben der Mause und
eine verminderte Gefalidichte im Vergleich zur Kontrollgruppe (Mahtabifard et al. 2003).
Dieser Antitumoreffekt konnte auch in einem weiteren Mausmodell des Lungenkarzinoms
beobachtet werden. Auch hier verursachte eine intratumorale Injektion des PEDF eine
signifikante  Hemmung des Tumorwachstums, und es konnte eine Abnahme der
MikrogefaRdichte beobachtet werden (Wang et al. 2003).

Untersuchungen an einem Patientenkollektiv mit einem duktalen Adenokarzinom des
Pankreas ergaben eine Assoziation zwischen der PEDF-Expression und geringer MVD.
AulRerdem zeigten die Patienten in einem geringeren Tumorstadium eine starkere PEDF-
Signalgebung und die PEDF-positiven Patienten zeigten ein besseres Uberleben im
Vergleich zu den PEDF-negativen Patienten (Uehara et al. 2004). Eine weitere Studie
beschaftigte sich mit der Frage, ob PEDF ein potenter Tumorsuppressor und somit ein
maoglicher Kandidat in der Krebstherapie darstellt. Die Untersuchungen wurden in vitro
und in vivo anhand von Pankreaskarzinomzelllinien und einem Mausmaodell durchgefihrt.

Es zeigte sich, dass PEDF eine stark hemmende Wirkung auf die Proliferation und
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Migration der Zellen ausiibt und die GroRe der Tumore mit einer Uberexpression an
PEDF deutlich kleiner war als die der Kontrollgruppe. In Gentransfermodellen verursacht
eine intratumorale Injektion eines Vektors, welcher fur PEDF codiert, eine signifikante
Hemmung des Tumorwachstums und eine verminderte Gefal3dichte (Hase et al. 2005).
Eine weitere Studie wurde entworfen um die Wirkung von rekombinantem PEDF auf die
GefalRneubildung und das Wachstum des Zervixkarzinoms zu untersuchen. Die Studie
zeigte eine Herunterregulation des PEDF-Faktors in Zervixkarzinomnestern. Eine
intraperitoneale Injektion von PEDF in xenotransplantierten Mausen mit einem
Zervixkarzinom zeigte eine Unterdriickung des Tumorwachstums mit einer Reduktion um
68%. Die Gefaldichte von Tumorgewebe, das mit PEDF behandelt wurde, nahm
signifikant ab (Yang et al. 2010). Bei epithelialen Ovarialkarzinomen zeigte sich ebenfalls
eine stark reduzierte PEDF-Expression des Tumorgewebes im Vergleich zum normalen
Gewebe. Daruber hinaus hemmt exogenes PEDF das Wachstum von
Ovarialkarzinomzelllinien und zugefiihrtes Ostrogen hemmt die Expression von PEDF
(Cheung et al. 2006). Ebenso in Wilms-Tumoren der Niere konnte eine reduzierte PEDF-
Expression im Vergleich zum normalen Nierengewebe nachgewiesen werden (Abramson
et al. 2006; Abramson et al. 2003). Untersuchungen an Zelllinien des Glioblastoma
multiforme, dem haufigsten bésartigen Hirntumor bei Erwachsenen, zeigten, dass PEDF
die Expression von VEGF herunterreguliert und die Apoptose fordert. Die induzierte
Apoptose ist mit einem Anstieg an p53 und Bax und einer Hemmung von Bcl-2
verbunden und zeigt somit den hemmenden Einfluss von PEDF auf den Zellzyklus und
den fordernden Einfluss auf die Apoptose (Zhang et al. 2007). Die Induktion von PEDF
auf die Apoptose von Tumorzellen und die Unterdriickung des Proangiogenesefaktors
VEGF konnte auch in kultivierten menschlichen Osteosarkomzellen gezeigt werden
(Takenaka et al. 2005). In einer weiteren Studie wurden in vitro und in vivo die
Wachstumseigenschaften einer humanen, malignen Melanomzelllinie untersucht. Diese
wurde transfiziert, sodass PEDF uberexprimiert wurde. Es konnte eine Unterdriickung
der Tumorangiogenese und eine Induktion der Fas-Ligand-abhdngigen Apoptose in
Tumorzellen beobachtet werden (Abe et al. 2004).

Der antiangiogene Effekt von PEDF zeigt sich als sehr spezifisch. Wahrend bei
Untersuchungen am Tiermodell neovaskulare Gefal3e in ihrer Entwicklung gehemmt
werden, nimmt PEDF auf die Entwicklung normaler Gefal3e keinen Einfluss (Wong et al.
2004). Diese Eigenschatft ist fur die Therapiemoglichkeit mittels PEDF sehr wichtig.

Die Daten der Studien uber die Wirkung des PEDF-Faktors deuten darauf hin, dass

PEDF eine entscheidende biologische Wirkung auf die Tumorangiogenese austibt und
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dass PEDF eine mdgliche neue Therapieoption in der Bekampfung der verschiedenen
Tumorentitdten bedeutet.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich aul3erdem mit dem Verhalten der untersuchten
Faktoren CD31 und PEDF bei Adeno- und Plattenepithelkarzinompatienten. Diese
Faktoren wurden ausgewdahlt, da sie laut aktuellem Wissensstand (s.0.) teilweise
antagonistische Funktionen beziglich Angiogenese ausiiben. Dazu zahlt insbesondere
ihre gegensatzliche Auswirkung auf die Proliferation der Endothelzellen. Betrachtet man
das Kollektiv der Plattenepithelkarzinome ist auffallig, dass sich CD31 und PEDF,
gemessen anhand der Intensitat, entgegengesetzt verhalten mit einer statistischen
Signifikanz und einem p-Wert von 0,013. Es zeigt sich ein Trend flr eine negative
Korrelation  bei  jedoch  kleinem  Korrelationskoeffizienten  (-0,0661). Die
Plattenepithelkarzinome kénnten eine verstarkte Abhangigkeit von
Vaskularisierungsprozessen haben. Betrachtet man die Korrelation des CD31-Signals
und der PEDF-Flache ergab sich fiir das Gesamtkollektiv keine signifikante Korrelation
(p= 0,553), das Kollektiv der Adenokarzinompatienten zeigte jedoch eine positive
Korrelation (p= 0,025). Die Untersuchung des alleinigen Plattenepithelkarzinomkollektivs
ergab wiederum keine signifikante Korrelation (p= 0,526). Weiterhin lasst sich auch hier
das Phanomen erahnen, dass sich Tumorentitaten unterschiedlich verhalten kdnnten, da
wir  unterschiedliche  Signalmuster bei den Proben der Patienten des

Plattenepitelkarzinomkollektivs und des Adenokarzinomkollektivs sehen.

Trotz der bedeutenden Fortschritte in der chirurgischen Resektion und neoadjuvanten
und adjuvanten Chemotherapie und Radiotherapie gibt es eine signifikante Anzahl an
Tumoren, die nicht mehr auf solch eine aggressive Behandlung ansprechen. Gerade bei
diesen Tumoren verspricht man sich durch gezielte Therapie eine mdgliche Heilung zu
erlangen. Um das erreichen zu kénnen, ist es wichtig, den Tumor und seine Signalwege
und Mechanismen des Wachstums zu erforschen. Verschiedene Ziele werden untersucht
wie Signalwege, Matrix-Zell-Interaktionen und Tumorangiogenese. Angiogenese, der
Prozess durch den neue Blutgefalle entstehen, ist ein zentraler Schritt fir das
Tumorwachstum und eine mogliche Metastasierung. Daher ist der Therapieansatz mit
dem Ziel der Inhibition der Neovaskularisation ein vielversprechendes Konzept in der

Krebstherapie.

In den vergangenen Jahren wurden bereits Medikamente entwickelt, die ihre

Angriffspunkte in der Neoangiogenese haben. Die Praparate lassen sich in vier Gruppen

79



einteilen: Matrixmetalloprotease-Inhibitoren, Inhibitoren der Endothelzellen, Inhibitoren
der proangiogenetischen Faktoren und die Integrinantagonisten. Das Hauptziel dieser
Medikamente ist es, eine weitere Progression der Erkrankung zu verhindern. Bei
alleiniger Gabe sind Voll- oder Teilremissionen selten zu erreichen, da diese Substanzen
an sich nicht zytotoxisch sind, ihren Angriffspunkt stellen die Endothelzellen dar und nicht
die Tumorzellen selbst. Eine Klinisch relevante Wirksamkeit wird sich nur durch eine
signifikante Verlangerung der Uberlebenszeit zeigen, was Langzeitstudien beobachten.
Eine interessante Entdeckung ist, dass CD31 ein Schutzmechanismus fir
Chemotherapie-induzierte Apoptose zu besitzen scheint (Bergom et al. 2006), wonach
eine Kombinationstherapie eines CD31-Inhibitors mit einem Chemotherapeutikum

erfolgsversprechende Wirkung erzielen kénnte.

4.2 Beurteilung der beschriebenen methodischen Ansatze

Der Nachweis von Neoangiogenese am Primartumor wird anhand immunhistochemischer
Farbungen durchgefihrt, so auch in dieser Studie. Studien zur Neoangiogenese werden
mittels unterschiedlicher Antikdrper durchgefihrt. Dabei ist zu berlicksichtigen, dass sich
die Antikorper in ihrer Wirksamkeit und ihrem Farbeergebnis unterscheiden, demnach
kann es zu deutlich unterschiedlichen TumorgefaRzahlen desselben Tumorareals
kommen. Jedoch sieht man auch im Vergleich von Studien, die denselben Antikorper

verwendet haben, Unterschiede in den Resultaten.

Zudem muss bericksichtigt werden, dass es unterschiedliche Methoden in der
Quantifizierung der Gefal3dichte gibt. In den erwahnten Studien Uber die Korrelation des
CD31-Faktors beim Bronchialkarzinom wurden unterschiedliche Methoden zur
Quantifizierung angewendet. Mineo et al. stitzten sich bei dem Vergleich der Faktoren
VEGF, CD31, CD34 und CD105 auf die Methode von Weidner und konnten fir CD31
keinen entscheidenden Einfluss auf die Prognose feststellen (Mineo et al. 2004). Duarte
et al. fuhrten ebenfalls die Methodik nach Weidner durch, kamen aber bei der CD31-
Quantifizierung zu keinem Zusammenhang von CD31 und dem Uberleben der Patienten
(Duarte et al. 1998). In der vorliegenden Studie wurde ebenfalls die Auswertung anhand
der Methode nach Weidner et al. angewandt. Bei dieser Methodik werden verschiedene
Areale der Tumorpraparate bei 40facher und 100facher Vergrof3erung auf den Bereich
der starksten Gefalidichte hin untersucht. Nun wird bei 200facher VergroRerung in vier

orthogonal zueinander liegenden 0,74mm? groRen Feldern die MVD bestimmt. Auf diese
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Weise wird die maximale Gefal3dichte eines Tumorpréparates ermittelt, welche dann als
Mal fir das angiogenetische Potential des Tumors gilt. Eine andere Methodik stellt die
Chalkley Count-Analyse dar, hier erfolgt eine relative Bestimmung der Mikrogefaf3dichte
durch Zahlung der Schnittpunkte eines Messrasters mit den markierten
Endothelstrukturen (Chalkley 1943).

Des Weiteren gibt es Variationen in der Wahl der MessfeldgréRe und der
GefaRidentifikation. Die GefaRidentifikation erfolgt durch den Betrachter am
Lichtmikroskop und ist demnach eine subjektive Entscheidung. In der Regel werden alle
gefarbten Strukturen gezahlt, es muss kein eindeutiges GefalRslumen erkennbar sein.
Individuelle Unterschiede in der Anzahl der detektierten MikrogefaRe pro Standardflache
sind in Abhéangigkeit von der Erfahrung des Untersuchers vorzufinden (Vermeulen et al.
1997) und betragen bis zu 30% (Hansen et al. 1998). In der vorliegenden Studie wurde
die Auswertung nach entsprechender Einarbeitung in die Methode von zwei
unabhangigen Untersuchern durchgefihrt. Wie bereits im Kapitel ,Ergebnisse®
dargestellt, zeigten die Resultate der beiden unabhangigen Untersucher eine eindeutige
lineare Korrelation, errechnet mittels der Pearson Korrelation, welche nahezu identische

Untersuchungsergebnisse anzeigt mit einem sehr hohen Korrelationskoeffizienten.

4.3 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in der vorliegenden Studie die in der Literatur
beschriebenen klassischen EinflussgroRen auf das Uberleben wie Tumorstadium,
TumorgroRe und Lymphknotenstatus, ermittelt anhand des Kollektivs der
Plattenepithelkarzinompatienten, bestétigt werden konnten. Der Einfluss der Tumorgrofie
ergab hier ein statistisch signifikantes Ergebnis, Patienten mit einem pT1-Tumor wiesen
eine deutlich bessere Uberlebensprognose auf als Patienten mit einem pT2-Tumor oder
groBer. Zur Untersuchung der Neoangiogenese wurde die intramurale GeféaRRdichte
mittels immunhistochemischer Farbung von CD31 und PEDF betrachtet. CD31 ist als
Neoangiogenesefaktor und PEDF als Antiangiogenesefaktor beschrieben. Eine hohe
CD31-Expression zeigte ein signifikant besseres Uberleben der Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom. Der Marker PEDF, gemessen anhand der Intensitat und Flache,
konnte keinen Einfluss auf das Uberleben zeigen. In der vorliegenden Arbeit wurden
zudem die Korrelationen der Faktoren zueinander anhand des Kollektivs der
Plattenepithelkarzinompatienten und der Patienten, die an einem Adenokarzinom
erkrankt waren, untersucht. Hierbei zeigte sich nur fur das Plattenepithelkarzinom ein

leicht hemmender Einfluss der PEDF-Intensitat auf die CD31-Expression.
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