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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Epidemiologie
1.1.1 Mortalitét

Das Bronchialkarzinom ist die hdufigste zum Tode fiihrende maligne Erkran-
kung weltweit (Korst and Ginsberg 2001; Haulinger and Kohlhdufl 2006;
Jakschik und Blumenthal 1999). In Deutschland sterben etwa 40000 Men-
schen jéhrlich am Bronchialkarzinom (Hiittemann 2001) mit einer Morta-
litdt von 49,5/100000 Einwohner gemittelt aus beiden Geschlechtern, wobei die
Mortalitdt bei Ménnern 71,6/100000 und bei Frauen 28:2/100000 betrigt. Somit
steht die Mortalitdt beider Geschlechter zusammen auf dem vierten Platz
aller zum Tode fithrenden Krankheiten in Deutschland (chron. ischdmische
Herzkrankheit: 98:2/100000, akuter Myokardinfarkt: 74/100000, Herzinsuffizienz:
58,1/100000); unter Ménnern sogar auf dem dritten und unter Frauen auf dem
siebten Platz. Dies macht 5% aller zum Tode fiihrender Krankheiten aus
(Gesundheitsberichterstattung des Bundes 2006). Unter ausschlieBlicher Be-
trachtung der Krebstodesfille macht der Lungenkrebs unter Ménnern etwa
26% und unter Frauen etwa 10% aller Todesfille aus (RKI and GEKID
2006). Bei Frauen steigt die Mortalitidtsrate weiterhin an, wohingegen sie
bei den Ménnern tendenziell abfillt bzw. stagniert. Auch in USA steht das
Bronchialkarzinom an der Spitze aller zum Tode fithrenden malignen Erkran-
kungen mit einem Anteil von 28,76% (Jemal et al. 2006). Die Mortalitéit bei
Frauen ist in den USA seit 1950 um 500% gestiegen und hat 1987 sogar die
des Mammakarzinoms iibertroffen (Jakschik und Blumenthal 1999) - eine
Folge der immer erfolgreicheren Behandlung des Mammakarzinoms bei nur
kaum besser werdender Prognose des Bronchialkarzinoms und der Zunahme
des Rauchverhaltens unter Frauen in den letzten 50 Jahren. Der Gipfel der
Mortalitéitsraten bei Mannern wurde beim Bronchialkrzinom in den USA
1993 erreicht, so dass seitdem die Mortalitdt am Bronchialkarzinom unter
Ménnern sinkt. Im Gegensatz dazu stieg die Mortalitéit bei Frauen im zuletzt
erhobenen Zeitraum zwischen 1995 und 2002 als einzige weiterhin jahrlich
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um 0,3% an. Die Mortalitdtsraten bei den drei weiteren hiufigsten mali-
gnen Erkrankungen, d.h. die des Kolon- /Rektumkarzinoms mit 9,8% aller
Karzinome, die des Mammakarzinoms mit 7,3% aller Karzinome und die
des Prostatakarzinoms mit 4,8% aller Karzinome, sind bei Ménnern sowie
Frauen riickldufig (Jemal et al. 2006).

1.1.2 Inzidenz

Ahnlich dem Verlauf der Mortalitét verhiilt sich auch die Inzidenz des Bron-
chialkarzinoms. In Deutschland zeigte sich am Beispiel des Saarlandes, dass
seit 1970 kein Anstieg der Inzidenz unter Ménnern mehr zu beobachten ist,
wobei sich die Inzidenz bei Frauen allerdings fast verdreifacht hat (Dhom
2004). Obwohl dieser Anstieg unter Frauen langsam zuriickgeht, gleicht sich
das Verhaltnis zwischen Méannern und Frauen immer weiter an, so dass es
erstmalig eine gleiche Inzidenz zwischen Ménnern und Frauen mit einem
Erkrankungsalter unter 40 Jahren gegeben hat (RKI und GEKID 2006). Im
Jahr 2002 gab es iiber alle Altersgruppen gemittelt bei Ménnern 32550 Neu-
erkrankungen mit einer Inzidenzrate von 66,8/100000 und bei Frauen 12450
Neuerkrankungen mit einer Inzidenzrate von 21/100000. Das mittlere Erkran-
kungsalter, also die Hauptaltersgruppe, lag bei 68 Jahren (Gesundheitsbe-
richterstattung des Bundes 2006). Wird nun die Inzidenz in Bezug zur Leta-
litdt gesetzt und mit anderen Karzinomen verglichen, wird die Aggresivitét
des Bronchialkarzinoms deutlich:

e Bei Méannern betrdagt die Inzidenz von Prostatakarzinomen in Bezug
auf alle Karzinome 33% und die Letalitit 9%, wobei die Inzidenz von
Bronchialkarzinomen , lediglich® 13% betriigt, aber die Letalitit 31%.

e Bei Frauen betréigt die Inzidenz von Mammkarzinomen in Bezug auf
alle Karzinome 31% und die Letalitét 15%, wobei die Inzidenz von
Bronchialkarzinomen ,lediglich“ 12% betréigt, aber die Letalitit 26%
(Jemal et al. 2006).

Diese extrem schlechte Prognose des Bronchialkarzinoms spiegelt sich auch
in den Kosten fiir die verschiedenen kurativen sowie palliativen Therapie-
strategien wider, die der Staat zu tragen hat. Geschétzt fallen jedes Jahr 3,5
Milliarden Euro fiir die Versorgung von Atemwegs - und Lungenkrebserkran-
kungen an (HauBinger and Kohlhdufl 2006), wobei das Bronchialkarzinom
selbst — nach Schétzungen des Bundes im Jahr 2004 — etwa 1,3 Milliarden
FEuro davon verschlang. Die Devise kann also nur lauten, die Prévention,
Fritherkennung sowie die Therapie dieser schwerwiegenden Erkrankung wei-
terhin zu optimieren.
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1.2 Atiologie

1.2.1 inhalatives Zigarettenrauchen

Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung eines Bronchialkarzinoms ist zu 85%
das inhalative Zigarettenrauchen (HauBinger and Kohlh#ufl 2006; Hiittemann
2001). Dabei korreliert die Dauer und Anzahl des Zigarettenkonsums, die
standardisiert in Packyears angegeben wird, direkt mit der Haufigkeit des
Auftretens von Lungenkrebs (Sobue et al. 2002, Mizuno et al. 1989). Ein
Packyear wird definiert als der Genuss von einer Schachtel Zigaretten (20
Stiick) pro Tag iiber ein Jahr. Tiickisch dabei ist die Tatsache, dass zwischen
der hauptséchlichen Exposition des Zigarettenkonsums und der klinischen
Erstmanifestation Jahrzehnte liegen, d.h., eine Zeitspanne von 20-30 Jah-
ren bei einem Konsum von 20-30 Packyears (Hiittemann 2001). Wird ein
Leben lang geraucht, so erhoht sich das Risiko, ein BK zu entwickeln, um
das 20-30fache gegeniiber einem Nichtraucher (Tyczynski et al. 2002). Bei
Passivrauchern ist das relative Risiko ein Bronchialkarzinom zu entwickeln
um 1,25 erhsht, unabhingig von der histologischen Klassifizierung (Bofetta
2002). Verantwortlich sind tiber 55 Karzinogene im Tabakrauch, von denen
die polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe und Nitrosamie als be-
sonders gefihrlich hervorzuheben sind (Hecht 1999). Obwohl durch das Rau-
chen das Risiko fiir das Auftreten aller Arten von Lungenkrebs erhoht ist, so
ist das Risiko fiir die Entwicklung eines Plattenepithelkarzinoms der Lunge
am grofiten. Gegeniiber Nichtrauchern ist das rerlative Risiko fiir Zigaretten
konsumierende Ménner, ein Plattenepithelkarzinom bzw. ein kleinzelliges
Lungenkarzinom (SCLC) zu entwickeln, 58-fach erhoht. Im Gegenatz dazu
ist das Risiko, ein Adenokarzinom zu entwickeln, 8-fach erhoht. Bei tabak-
rauchenden Frauen ist der Anstieg des relativen Risikos mit einer 18-fachen
Erhohung fiir die Entwicklung eines Plattenepithelkarzinom bzw. SCLC und
einer 4-fachen Erhohung fiir die Entwicklung eines Adenokarzinom etwas ge-
ringer als bei Ménnern (Simonato et al. 2001).

1.2.2 berufsbedingte Noxen

Ein weiterer Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Bronchialkarzinoms sind
die berufsbedingten Noxen, allen voran Asbest. Dieses Silikat-Mineral wird
in verschiedene Gruppen unterteilt, je nachdem, ob die Fasern aus Kro-
kydolith, Klinochrysotil, Grunerit, Anthophyllit oder Aktinolith bestehen.
Die gesundheitsschidigende Wirkung zeigt sich bei Aufnahme in die Lunge
in einem 6-fach erhohten relativen Risiko, ein Bronchialkarzinom zu ent-
wickeln (Bilello et al. 2002); in Kombination mit Rauchen ist das relative
Risiko sogar 60-fach erhoht (Hammond et al. 1979). Beim Pleuramesotheli-
om sind Asbestfasern sogar in 50% der Fille die Ursache fiir die Entwick-
lung. Neben Asbest sind Arsen, Chrom-6-Verbindungen, Dichlordidthylsul-
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fid, Haloether, ionisierende Strahlen, Kokerei-Rohgase, Nickelmetall sowie
Quarzstaub nach deutscher Einstufung (Kanzerogenitétsklassen 1 und 2 der
DFG-Senatskommission) bzw. IARC-Einstufung (Klasse 1 und 2A) als hu-
mankanzerogen gelistet. Diese Karzinogene sind zahlenméfig jedoch nur fiir
einen Bruchteil der Bronchialkarzinome verantwortlich, was unter anderem
den immer besser werdenden Arbeitsschutzmafinahmen in den letzten Jah-
ren zuzuschreiben ist (Popp et al. 2003). Bei der beruflich exponierten Ra-
donstrahlung waren vor allem die Mitarbeiter der ehemaligen Wismut AG
betroffen.

1.2.3 umweltbedingte Noxen

Weitere wichtige Risikofaktoren sind die umweltbezogene Gefahrdung durch
Kfz-Abgase aus Dieselfahrzeugen sowie die geographisch zum Teil erhchte
Radonstrahlung. Grund fiir die Kanzerogenitidt der Kfz-Abgase aus Die-
selfahrzeugen ist die Partikelgrofie unter 2,5 um. Diese Partikel sind lun-
gengéingig und zeigen bei Exposition einen linearen Zusammenhang zur
Mortalitdt bei Lungenkrebs (Pope et al. 2002). In Deutschland kommt es
dadurch zu etwa 1100 bis 2200 Todesfillen jéhrlich (Wichmann 2003).

Bei der Radonstrahlung kann der Schwellenwert einer ungefidhrlichen Dosis
gerade in Kellerwohnungen in Abhéngigkeit von den geologischen Gegeben-
heiten auch im privaten Bereich iiberschritten werden, wie z.B. im Gottinger
Umland (Stiftung Warentest 2004). So fiihrt eine Erhohung der Radonkon-
zentration um 100Bd/m3 zu einem Anstieg des Lungenkarzinomrisikos um
16% (Baysson et al. 2004). Bei zusitzlichem Zigarettenkonsum fiihrt es,
wie bei Asbest oder Arsen, zu einem iiberadditiven Risiko Lungenkrebs zu
entwickeln, welches in diesem Fall um das 32-fache gegeniiber risikofreien
Personen erhoht wire (Popp 1996).

1.3 Pathogenese

1.3.1 Morphogenese

Das Bronchialkarzinom nimmt in etwa 75% der Félle seinen Ursprung von
den Bronchien 1., 2. oder 3. Grades und nur ein kleiner Teil geht aus den Zel-
len der Alveolarsepten oder den terminalen Bronchien hervor. Der Anfang
der Karzinomentstehung ist je nach Ursprung durch eine Plattenepithel-
metaplasie oder Basalzellhyperplasie gepréigt, die die Basalmembran jedoch
nicht durchbrechen. Dabei ist nicht geklart, wie lange der Prozess dauert, um
die Mukosa anzuheben. Veréndern sich die Zellen nun dysplastisch, handelt
es sich um ein Carcinoma in situ. Beginnen sich die Zellen in eine plattenepi-
theliale, adenoide oder kleinzellige Variante zu differenzieren, gelten sie nach
Penetration der Basalmembran als invasives Karzinom (Husain and Kumar

2005).
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1.3.2 Pathogenetik

Bei etwa 40-90% der Plattenepithel- und Adenokarzinome sowie 70-80% der
kleinzelligen Bronchialkarzinome ist im Tumorgewebe eine DNA-Aneuploidie
nachzuweisen (Ukena et al. 1999). Diese wird durch diverse sukzessiv entste-
hende, genetische Verinderungen hervorgerufen. Dazu gerhéren unter ande-
rem:

e allelische Verluste (Loss of heterogeneity)
e chromosomale Instabilitdten und Imbalancen
e Mutationen von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen

e _Gene Silencing“ durch epigenetische Faktoren wie z.B. Promoter-
Hypermethylierung

e aberrante Expression von Genen

(Hammar et al. 2004). Diese Muster der Tumorentwicklung werden als Mehr-
schritt-Kanzerogenese bezeichnet.

Es gibt gewisse genetische Verdnderungen, die bei allen histologischen Sub-
typen sehr dhnlich sind. Die hiufigste ist eine Mutation im Tumorsuppres-
sorgen P53 (TP53), einem Mitglied der TP53-Gen-Familie, welches fiir das
P53-Protein codiert. Dieses spielt eine wichtige Rolle im Zellzyklus, indem es
antiproliferativ auf die Zelle wirkt. In etwa 50% aller NSCLC ist eine Mutati-
on im TP53 nachzuweisen (Pfeifer et al. 2002); beim Plattenepithelkarzinom
sogar in ca. 70% der Fille.

Die zweithdufigste genetische Verdnderung fiithrt zur Inaktivierung des Reti-
noblastoma-Gens 1 (Rb1), einem Tumorsuppressorgen aus der Rb-Gen-Fami-
lie, die fiir das Rb-Protein codiert. Dieses hat unter physiologischen Bedin-
gungen, genau wie das P53-Protein, eine Steuerfunktion am G1-S-Phase-
Kontrollpunkt und nimmt diese je nach Phosphorylierungsgrad wahr. Die
Phosphorylierung wiederum wird durch einen Komplex aus dem p16-Protein
und einem Cyclin-Kinase-Komplex aus Zyklin D und der zyklin-abhéngigen
Kinase 4 reguliert. Der Verlust des Rb-Proteins ist beim NSCLC in 15% der
Falle nachzuweisen (Brambilla et al. 1999).

Die LOH spielt auf dem Arm des Chromosoms 3p eine wichtige Rolle, da
sich in dieser Chromosomeregion DN A-Bereiche befinden, die fiir Tumorsup-
pressorgene codieren. Ein Beispiel ist das Tumorsuppresorgen FHIT (fragile
histidine triade). Der Bereich von FHIT ist eine hochfragile Chromosomenre-
gion, die leicht durch exogene Karzinogene, wie z.B. Tabaknoxen, geschidigt
werden kann.

Wieviele dieser Gene allerdings fiir die Bronchialkarzinomentstehung verant-
wortlich sind, ist derzeitig noch unzureichend geklart. Gesichert ist nur, dass
die Expressivitit dieser Gene hiufig bei Karzinomen variiert (Bittmann et

14



al. 2006).

Es gibt weitere genetische Verdnderungen, die speziell beim Plattenepi-
thelkarzinom der Lunge vorkommen. Tumorsuppressorgen 63, ein Mitglied
der TP53-Familie, wird lediglich beim Plattenepithelkarzinom amplifiziert.
Dieses Tumorsuppressorgen kommt bei keinem anderem Subtypus vor, was
zur Hypothese fiihrt, dass das Vorhandensein dieser Mutation moglicherwei-
se fiir die Entstehung eines solchen Karzinoms erforderlich ist.

Somit kann die epigenetische Schidigung der DNA zum einen endogen duch
Fehler in der Replikation, Reparation und Transkription der DNA verur-
sacht worden sein. Zum anderen kann die Schidigung der DNA aber auch
exogen z.B. durch Inhalation von Tabaknoxen, die zu ras-Mutationen fithren
konnen, oder auch Exposition gegeniiber Asbest oder Radon, welche P53-
Mutationen zur Folge haben konnen, bedingt sein (Ukena et al. 1999).

1.4 Entitiaten

1.4.1 Allgemein

Das Bronchialkarzinom macht etwa 95 - 98% aller bésartigen Tumoren der
Lunge aus. Histologisch wird es in das kleinzellige (SCLC) und nicht-kleinzel-
lige Bronchialkarzinom (NSCLC) unterteilt, wobei das NSCLC etwa 80% al-
ler Bronchialkarzinome ausmacht (Korst and Ginsberg 2001). Die einzelnen
histologischen Unterformen werden nach der WHO-Klassifikation von 2004
unterschieden (Travis et al. 2004)( Tabelle 1.1 ). Die héufigsten Entitéiten
des NSCLC sind das Plattenepithelkarzinom mit 30-40%, das Adenokarzi-
nom mit 25-30%, das kleinzellige Karzinom mit 15-20% und das grofizellige
Karzinom mit weniger als 10% (Ukena et al. 1999).

1.4.2 Plattenepithelkarzinom
1.4.2.1 Epidemiologie

Das Plattenepithelkarzinom (SCC) ist in Europa das hiufigste Bronchialkar-
zinom und hat in den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts noch 50% aller
Bronchialkarzinome ausgemacht (Lubin and Blot 1984). Allerdings ist die
Hiufigkeit in den letzten Jahrzehnten eher riickldufig (Charloux et al. 1997).
In den USA kam es zwischen Ende der 70er Jahre und Mitte der 80er Jahre
zu einem 50%igen Anstieg von SCC unter Ménnern und zu einer Verdopp-
lung des SCC unter Frauen (Devesa et al. 1991). Dieser Trend hat sich weiter
verstirkt, so dass das SCC heute — zu Beginn des 21. Jahrhunderts — unter
den farbigen und weiflen Méannern in USA, Kanada, Australien, Dénemark,
etc. sogar um 30% abgenommen hat, wohingegen es unter Frauen in fast
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allen betrachteten Léndern, v.a. in den Niederlanden und Norwegen, wei-
ter zu einem Anstieg des SCC gekommen ist (Devesa et al. 2005). Dieses
epidemiologische Verhalten zwischen den Geschlechtern spiegelt in etwa das

Plattenepithelkarzinom (Squamous cell carcinoma, SCC)
papillar

klarzellig

kleinzellig

basaloid

Adenokarzinom

gemischter Subtyp

azinér

papillar

bronchioloalveolar

solides Adenokarzinom mit Schleimbildung

Grof3zelliges Karzinom

grofzellig neuroendokrin

kombiniert grofizellig neuroendokrin
basaloid

lymphoepithelial

klarzellig

grofzellig mit rhabdoidem Phénotyp

Adenosquaméses Karzinom

Sarkomatoide Karzinome

Bronchialdriisenkarzinom/vom Speicheldriisentyp
mukoepidermoid

adenoidzystisch

epithelial-myoepithelial

Kleinzelliges Karzinom
Kombiniertes kleinzelliges Karzinom

Karzinoidtumoren
typisch
atypisch

Tabelle 1.1: Histologische Klassifikation maligner epithelialer Tumore
der Lunge (modifiziert nach Travis et al. (2004))
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Rauchverhalten, welches bei den Frauen in den letzten Jahrzehnten stark
zugenommen hat, wider, so dass vor allem die Exposition gegeniiber Ta-
baknoxen als Grund fiir den epidemiologischen Trend angenommen wird.
Als Konsequenz gibt es mittlerweile viele Lander, in denen die Inzidenz des
Adenokarzinoms schon die des SCC iibertroffen hat, wie z.B. in Japan und
den USA (Travis et al. 1995; Thun et al. 1997). In den ,neueren* Untersu-
chungen macht das SCC 28-37% aller Bronchialkarzinome aus (Parkin et al.
1999; Sobue et al. 2002) und ist vor allem bei tabak-rauchenden Ménnern
iiber 40 Jahren und tabak-rauchenden Personen beiderlei Geschlechts iiber
60-65 Jahren anzutreffen (Perng et al. 1996).

1.4.2.2 Lokalisation, Pathogenese, Fernmetastasierung
Das SCC wird in eine zentrale und periphere Form unterteilt:

e Die zentrale Form macht etwa zwei Drittel der Plattenepithelkarzino-
me aus (Huhti et al. 1983) und ist gekennzeichnet durch ein endobron-
chiales, aber auch invasives Wachstum in das peribronchiale Gewebe,
Lungenparenchym sowie anliegend Lymphknoten hinein. Fiir die Ent-
wicklung wurde eine Dysplasie-Karzinom Sequenz beschrieben. Hierbei
bildet sich das invasive Karzinom aus einer zuvor reversiblen Dysplasie
des bronchialen Schleimhautepithels und nachfolgendem Stadium des
irreversiblen Carcinoma in situ (Carter 1985). Danach breitet sich das
invasive Karzinom entlang der Bronchien aus. Es kann zur Kompressi-
on der Pulmonalarterie sowie der Pulmonalvene kommen (Nagamoto
et al. 1993; Shimosato and Miller 1993). Klinisch manifestiert sich das
SCC hé#ufig durch Kollaps des betroffenen Lungenlappens, durch ei-
ne obstruktive Pneumonie oder durch Hamoptysen. Fernmetastasen
treten in der Regel erst spit auf (Hoffmann et al. 1997).

e Die periphere Form macht je nach Studie zwischen 3,3-33% der Plat-
tenepithelkarzinome (Tomashefski et al. 1990; Huhti et al. 1983) und
etwa 30-37% aller peripheren Lungentumoren aus (Higgins et al. 1975;
Treasure and Belcher 1981). Ungefiihr 50% der Pancoast-Tumoren sind
plattenepithelialen Ursprungs. Die peripheren Plattenepithelkarzino-
me sind durchschnittlich kleiner als die zentralen, infiltrieren seltener
in die hildren Lymphknoten, haben aber eine hthere Tendenz zur Infil-
tration der Brustwand. Sie proliferieren langsamer und scheinen eher
lokal begrenzt zu bleiben, mit der Folge, dass bei diesen eine besse-
re Uberlebenszeit zu beobachten ist (Shimosato 1999; Thomas and
Piantadosi 1987). Die Kanzerogenese ist fiir diesen Typ des Platte-
nepithelkarzinoms allerdings erst unzureichend geklirt (Kwiatkowski
et al. 1998; Malara et al. 1999). Im Gegensatz zum zentralen Typ ist
eine Dysplasie-Karzinom Sequenz beim peripheren Typ des Plattene-
pithelkarzinoms kaum beobachtet worden (Funai et al. 2003).
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1.4.2.3 Morphologie, Immunhistochemie

Das Plattenepithelkarzinom stellt makroskopisch eine weifllich, graue, brocke-
lige Masse dar, die sich vom Bronchialepithel ableitet und eine Verhornung
zeigt. Mikroskopisch wird als Bedingung fiir die histologische Diagnose das
Vorhandensein von Hornperlen oder Interzellularbriicken gefordert, die je
nach Differenzierungsgrad mehr oder weniger vorhanden sind. Auch der Ke-
ratingehalt kann sehr stark variieren. Immunhistochemisch findet man in den
meisten Plattenepithelkarzinomen die hochmolekularen Zytokeratine (345
E12), CK5/6 und CEA. Weniger héufig sind die niedermolekularen Zyto-
keratine Threoglobulin-Transkriptionsfaktor 1 (TTF-1) oder Zytokeratin 7
anzutreffen (Bittmann und Miiller-Hécker 2006).

1.4.2.4 Risikofaktoren

Der grofite Risikofaktor fiir die Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms ist
das inhalative Zigarettenrauchen. Diese enge Beziehung wird angenommen,
da zum einen das Risiko fiir die Entwicklung eines solchen Karzinoms nach
Einstellung des Rauchens enorm abfillt (Lubin and Blot 1984), zum anderen
das Plattenepitehlkarzinom gerade in den zentralen Atemwegen, in denen die
Exposition gegeniiber dem Zigarettenrauch am grofiten ist, am h&ufigsten
auftritt (Morabia and Wynder 1991).

1.4.3 Adenokarzinom

Das Adenokarzinom der Lunge verzeichnete in den letzten Jahrzehnten einen
signifikanten Anstieg weltweit (Greenberg et al. 1984), wodurch es heutzuta-
ge in vielen Landern aulerhalb Europas zum héufigsten Subtyp des Bronchi-
alkarzinoms geworden ist (Travis et al. 1995; Takeshima et al. 1996). Sogar
innerhalb Europas besteht eine zunehmende Inzidenz (Schottenfeld 2000).
Auch zwischen den Geschlechtern verschiebt sich die Verteilung der Subty-
pen. Bei Mannern nimmt das Verh#ltnis zwischen SCC und Adenokarzinom
ab und bei Frauen steigt der sowieso schon gréflerer Anteil an Adenokarzi-
nomen weiterhin an (Devesa et al. 2005). Obwohl es sich, wie auch das SCC,
tiberwiegend bei Rauchern entwickelt, sind bei diesem Subtyp des Lungen-
krebses anteilig mehr Nichtaucher betroffen, als bei allen anderen Arten des
Bronchialkarzinoms (Perng et al. 1996). Des Weiteren macht das Adenokar-
zinom bei jungen Méannern unter 40 Jahren und — wie schon zuvor beschrie-
ben — Frauen jeden Alters den hdufigsten Subtypus des Bronchialkarzinoms
aus (Chen et al. 2005; DeCaro and Benfield 1982; Ramalingam et al. 1998).
Da sich das Adenokarzinom iiberdurchschnittlich hiufig bei Nichtrauchern
entwickelt, wird angenommen, dass andere Faktoren die Entstehung eines
Adenokarzinoms triggern konnen. Als solche Triggerfaktoren stellten sich
beispielsweise Karotin, Vitamin C und Retinol heraus, die einen protekti-
ven Effekt zeigten (Fontham et al. 1988). Ein prokarzinogener Triggerfaktor
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dagegen scheint die Fahigkeit, das Antihypertensivum Debrisoquine meta-
bolisieren zu kénnen, zu sein (Caporaso et al. 1990). AuBlerdem wurden in
operativ entfernten Lungenkarzinomen Progesteron- sowie Ostrogenrezepto-
ren gefunden, die moglicherweise auch eine Rolle in der Kanzerogenese spie-
len (Cagle et al. 1990). Hauptrisikofaktor fiir den in den letzten Jahrzehnten
enormen relativen Zuwachs unter den Subtypen der Bronchialkarzinome ist
allerdings das inhalative Rauchen der ,neuen“ Filterzigaretten. Bei diesen
Filterzigaretten sind die schédlichen Rauchpartikel kleiner und werden da-
durch in den meisten Féllen tiefer eingeatmet, wodurch diese weiter in die
Peripherie der Lunge gelangen und dort zur Entstehung von Adenokarzino-
men fithren (Djordjevic et al. 1997). Aulerdem wurde mit der Zeit die Kon-
zentration von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAH), die
das Plattenepithelkarzinom induzieren, gesenkt und dafiir die Konzentrati-
on von tabak-spezifischen N-Nitrosaminen (TSNAs), die Adenokarzinome
verursachen, gesteigert (Hoffmann et al. 1997).

Makroskopisch stellt sich das Adenokarzinom meistens als grau-weiflicher,
zentral fibrosierter Tumor dar, der in 75% der Félle peripher liegt, die Pleura
einziehen kann und schon frith Metastasen entwickelt. Klinisch ist es durch
seine Morphologie oft erst spét zu erkennen, da es sich teilweise lange sym-
ptomlos entwickelt und diagnostisch als Narbe imponieren kann (Hoffman
et al. 2000; Bittmann und Miiller-Hocker 2006). Histologisch besteht es aus
malignen epithelialen Zellen mit glandulérer Differenzierung und/oder Mu-
zinproduktion und ist in der Regel, d.h. in etwa 80% der Fille, eine Mischung
aus azindren, papillaren, bronchioalveoldren oder soliden Wachstumsmus-
tern (Bittmann und Miiller-Hocker 2006). Aufgrund dieser Heterogenitét ist
es sehr schwierig, die Adenokarzinome klar zu differenzieren (Brambilla et
al. 1999).

Eigenschaft ‘ Adenokarzinom ‘ SCC

Geschlecht Q>>d ag>Q

Alter <40 Jahre +++ +

Alter >60 Jahre +++ ++++
Assoziation zu Rauchen | + ++++
Lokalisation v.a. peripher eher zentral
Fernmetastasierung lymphogen + hédmatogen | meist lympghogen

Tabelle 1.2: Vergleich zwischen Adenokarzinom und Plattenepithelkarzinom
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1.4.4 kleinzelliges Karzinom (SCLC)

Das kleinzellige Karzinom der Lunge ist das dritthdufigste Bronchialkarzi-
nom mit 8,1-19,2% aller histologischen Typen und hat in den letzten Jahr-
zehnten um etwa 60-100% zugenommen (Travis et al. 1995). Es wird an-
genommen, dass der Anstieg unter anderem auf die immer besser werden-
de Methoden in der Elektronenmikroskopie und Immunhistochemie zuriick-
zufithren ist, da viele Bronchialkarzinome, die vorher als undifferenzierte
Karzinome klassifiziert worden sind, mit genaueren Techniken als SCLC
klassifiziert werden. Aktuell ist die Tendenz eher riickliufig (Travis et al.
1996), so dass 1997 die Inzidenz in Schottland bei 8/100000 Einwohner lag
(Harkness et al. 2002). Ahnlich der Entstehung eines Plattenepithelkarzi-
noms weist die Entstehung eines SCLC eine sehr starke Korrelation zu einem
intensiven Rauchverhalten der Patienten aus (Barbone et al. 1997; Hoffman
et al. 2000; Khuder 2001). Hauptcharakteristika des SCLC sind die schnelle
Tumorverdopplungszeit, die grofle Wachstumsfraktion, die frithe Entwick-
lung von Fernmetastasen und das gute initiale Ansprechen auf Chemo-
und Strahlentherapie (Elias 1997), wobei die Prognose durch das schnelle
Auftreten von Rezidiven trotzdem sehr schlecht ist (Govindan et al. 2006).
Das SCLC ist ein maligner epithelialer Tumor, der aus kleinen Zellen mit
wenig Zytoplasma, schlecht definierten Zellgrenzen, ausgeprigten Nekrosen
und zahlreichen Mitosen besteht, sich makroskopisch als weifllich brockeli-
ge Masse darstellt, zumeist zentral, perihildr lokalisiert ist und oft in das
Lymphgefiafisystem einbricht (Bittmann und Miiller-H6cker 2006). Dies er-
klért vermutlich auch den ausgeprigten mediastinalen Lymphknotenbefall,
der hiufig mit dem SCLC einhergeht (Hoffman et al. 2000).

1.4.5 grofizelliges Karzinom

Das grofizellige Karzinom steht an vierter Stelle der Haufigkeiten aller Bron-
chialkarzinome mit einem Anteil von 1-10% (Chen et al. 2005). Das Risiko,
ein solches zu entwickeln, steigt, wie bei den anderen Typen auch, durch
inhalatives Zigarettenrauchen, zeigt aber keine Beziehung zur Anzahl der
Zigaretten, die pro Tag geraucht werden (Morabia and Wynder 1991). Es
imponiert haufig als grofler, peripherer Tumor, der manchmal eine Kavitati-
on aufweist (Hoffman et al. 2000), und stellt sich makroskopisch durch eine
rosa-braunliche Schnittfliche mit Nekrosen und gelegentlich Himorrhagien
dar (Bittmann und Miiller-Hocker 2006). Histologisch setzt es sich aus Zell-
ballen und Trabekeln grofler polygonaler Zellen mit vesikulédren Zellkernen
und prominenten Nukleolen bei nur mafligem Zytoplasmaanteil zusammen,
wobei diese Erscheinung oft sehr uneinheitlich ist, und vermutet wird, dass es
zu einem groflen Teil gering differenzierten Plattenepithel- bzw. Adenokar-
zinomen entspricht (Bittmann und Miller-Hocker 2006). Es wird in fiinf
Subtypen unterschieden, die der ((Tabelle 1.1 ) zu entnehmen sind.
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1.4.6 Narbenkarzinom

Die Haufigkeit der sog. Narbenkarzinome ist unklar, da in den meisten Féllen
nach Resektion nicht sicher entschieden werden kann, ob sich das Bron-
chialkarzinom aus einer Narbe entwickelt hat, oder ob eine Narbe in dem
Karzinom entstanden ist.

1.5 Einstufung (Staging)

1.5.1 Das TNM-System

Das TNM-System definiert die Ausdehnung des Befalls durch einen Tumor.
Dabei steht das ,,T“ fiir Tumor und beschreibt sowohl die Ausdehnung, als
auch das Verhalten des Primértumors, das ,N“ fiir Nodes (Lymphknoten)
und gibt an, ob Lymphknotenmetastasen vorhanden sind oder fehlen, und
das ,,M*“ fiir Metastasen, was die Anwesenheit oder das Fehlen von Fern-
metastasen anzeigt. Zusétzlich gibt es noch weitere Kennzeichnungen, die
dem ,,TNM* vorangestellt werden. Ein ,,c¢“ besagt, dass der Befund fiir die
Einstufung klinisch gewonnen wurde. Mit ,,p“ gekennzeichnete Einstufun-
gen wurden aus histopathologischen Untersuchungen ermittelt und haben
damit eine hohere Zuverlissigkeit bei der Befundungsicherung. Ein ,,a* be-
sagt, dass die Tumorklassifizierung erst in einer Autopsie vollzogen wurde.
Wird nach einer neoadjuvanten Behandlung der Resttumor klassifiziert, so
wird dies mit einem ,,y“ gekennzeichnet. Handelt es sich um einen Rezidiv-
tumor, so wird dem ,, TNM* ein ,,r* vorangestellt. Die genaue Einteilung des
Bronchialkarzinoms nach der TNM-Klassifikation von Mountain (1997) ist
der Tabelle 1.3 zu entnehmen.

1.5.1.1 Tumorausdehnung

Der Tumor wird je nach Grofle und Infiltration in umliegende Strukturen in
vier verschiedene Stufen eingeteilt. Dabei spielt es zusétzlich eine Rolle, ob
ein Pleuraerguss vorliegt und ob der Tumor in unterschiedlichen Lungenlap-
pen bereits Absiedlungen gebildet hat.

1.5.1.2 Lymphknotenstationen

Die intraoperativ entfernten Lymphknoten wurden gemé&f der modifizierten
Systematik der American Thoracic Society den jeweiligen Stationen zuge-
ordnet (Mountain and Dresler 1997). Hierbei lassen sich drei Lymphknoten-
Gruppen unterscheiden:

1. die N1-Lymphknoten, die innerhalb der Plaura visceralis liegen und
folgende Stationen beinhalten:

e 10: hildre Lymphknoten
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e 11: Interlobédrlymphknoten
e 12,13 und 14: intrapulmonale Lymphknoten;

2. die N2-Lymphknoten, die innerhalb des Mediastinums liegen und fol-
gende Stationen beinhalten:

e 1: oberste mediastinale Lymphknoten
e 2: obere paratracheale Lymphknoten
e 3: retrotracheal angeordnete Lymphknoten
e 4: untere paratracheale Lymphknoten
e 5: subaortale Lymphknoten und aortopulmonales Fenster

e 6: paraaortale Lymphknoten

N O Ut =~ W

e 7: subkarinale Lymphknoten
e &: paradsophageale Lymphknoten
e 9: Lymphknoten im Ligamentum pulmonale;
3. die N3-Lymphknoten, die die kontralateralen Lymphknoten der Sta-
tionen 1 bis 9, die supraklavikuldren Lymphknoten sowie die Skale-
nuslymphknoten beidseits beinhalten.

Ein anderes Schema zur Einteilung der Lymphknotenstationen ist das nach
Naruke, welches in dieser Arbeit jedoch nicht gewé&hlt wurde.
1.5.1.3 Fernmetastasen

Zu den Fernmetastasen zéhlen alle Absiedlungen des Tumors, die der glei-
chen histopathologischen Klassifikation entsprechen und sich nicht in der
gleichen Lungenhilfte befinden wie der Primértumor.

1.5.2 Stadiengruppierung

1987 wurden die TNM-Konstellationen zu vier Stadien zusammengefasst,
mit dem Ziel, Patienten mit unterschiedlichem Befall, aber dhnlich zu er-
wartender Prognose, in eine Gruppe zusammenzuschlieen (Mountain 1986).
Diese Stadien wurden 1997 aufgrund der Erkenntnis, dass nicht alle Stadien
optimal definiert wurden, revidiert (Mountain 1997):

e Stadium I wurde in TA und IB unterteilt
e Stadium II wurde in ITA und IIB unterteilt

e T3 NO MO wurde von Stadium III in IIB zuriickgestuft.
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T Primirtumor

Tx  Primértumor kann nicht beurteilt werden; Nachweis von malignen
Zellen im Sputum oder bei Bronchialspiilungen, Tumor jedoch weder
radiologisch noch bronchoskopisch sichtbar

TO Kein Anhalt fiir Primértumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor 3 cm oder weniger in grofiter Ausdehung, umgeben von Lun-
gengewebe oder viszeraler Pleura, kein bronchoskopischer Nachweis
einer Infiltration proximal eines Lappenbronchus’

T2 Tumor 3 cm oder mehr in gréfiter Ausdehnung; die viszerale Pleu-
ra infiltrierend; Befall des Hauptbronchus 2 cm oder weiter distal
der Carina, oder mit assoziierter Teilatelektase oder obstruktiver
Entziindung bis zum Hilus

T3 Tumor jeder Grofle mit direkter Infiltration einer der folgenden
Strukturen: Brustwand (einschliefilich Pancoast-Tumore), Zwerch-
fell, mediastinale Pleura, parietales Perikard; Tumor im Haupt-
bronchus weniger als 2 c¢m distal der Carina, aber Carina selbst
nicht befallen; Tumor mit kompletter Atelektase oder obstruktiver
Entziindung der ganzen Lunge

T4 Tumor jeder Grofle mit Infiltration einer der folgenden Struktu-
ren: Mediastinum, Herz, groBe Gefiie, Trachea, Osophagus, Wir-
belkorper, Carina; oder Tumor mit malignen Pleuraerguss

N Regionidre Lymphknoten

Nx  Regiondre Lymphknoten (LK) kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionéiren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in ipsilateralen peribronchialen LK und/oder in ipsi-
lateralen Hilus-LK (einschlieBlich einer direkten Ausbreitung des
Primértumors)

N2 Metastasen in ipsilateralen, mediastinalen und/oder subkarinalen
LK

N3 Metastasen in kontralateralen mediastinalen, kontralateralen Hilus-,
ipsi- oder kontralateralen Skalenus- oder supraklavikuldren LK

M  Metastasen

Mx Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

! Seltener, sich oberflichlich ausbreitender Tumor jeder GréBe mit einer nur auf die
Bronchialwand begrenzten Infiltration wird auch dann, wenn er sich weiter proximal
ausbreitet, als T'1 klassifiziert

Tabelle 1.3: Klinische TNM-Klassifikation (modifiziert nach Greene et al. (2002)
und UICC (2002))
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Die genaue Einteilung der Stadieneinteilung nach Mountain (1997) wird in
Tabelle 1.4 angegeben und von der Union internationale contre le cancer
(UICC) sowie dem American Joint Committee on Cancer (AJCC) aner-
kannt.

’ Stadium Subgruppe nach TNM ‘
Okkultes Karzinom TxNOMO
0 TisNOMO
IA TINOMO
1B T2NOMO
IIA TIN1IMO
1IB T2N1MO
T3NOMO
IIIA T3N1MO
TIN2MO
T2N2MO
T3N2MO
11IB T4NOMO
T4N1MO
T4N2MO
TIN3MO
T2N3MO
T3N3MO
T4N3MO
v Jedes T Jedes N M1

Tabelle 1.4: Stadiengruppierung des Bronchialkarzinoms
(modifiziert nach Greene et al. (2002) und UICC (2002))

Aktuell steht wieder eine neue Revision der Einteilung an, wobei diese bisher
nicht verabschiedet wurde.
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1.6 Therapie

1.6.1 Therapieprinzipien
1.6.1.1 Chirurgie

Chirurgisch gesehen ist der Goldstandard der Therapie in den Stadien I
und IT die Lobektomie (Schuchert et al. 2007), bei der nach Durchtren-
nen der zum Lungenlappen gehorigen Segmentarterien, Venen und des Lap-
penbronchus an ihren Abgangsstellen der Lungenlappen reseziert wird. Bei
kleinerem Eingriff, sprich der anatomischen Segmentresektion, bei der ein
einzelnes Lungensegment mit den Segmentgefafien und dem Segmentbron-
chus abgetrennt wird, steigt die Rezidivrate des Tumors an (Ginsberg and
Rubenstein 1995; Landreneau et al. 1997), wobei bei groflerem Eingriff, der
Pneumektomie, bei der nach Durchtrennung des Hauptastes der A. pulmo-
nalis, der beiden Pulmonalvenen und des Hauptbronchus die gesamte Lunge
einseitig entfernt wird, eine bessere Entfernung des Tumorgewebes erreicht
wird, aber die Morbiditéit und Letalitdt gegeniiber einem kleineren Eingriff
signifikant erhoht sind (5-Jahresiiberlebensrate bei Pneumektomie: 44%; 5-
Jahresiiberlebensrate bei Lobektomie: 50%)(Simon et al. 2007; Bernard et
al. 2001; Ferguson and Karrison 2000). Als weitere anatomische Variante gibt
es noch die Manschettenresektion, bei der der tumorbefallene Lappen mit ei-
ner Manschette des Hauptbronchus oder der Pulmonalarterie reseziert wird
und eine Reanastomosierung des nachgeschalteten Bronchus respektive Pul-
monalarterie notwendig macht. Hiermit kann eine Pneumektomie umgangen
werden und somit Lungenparenchym erhalten werden. Obligatorisch ist ei-
ne vollstédndige mediastinale Lymphknotendissektion zum Entfernen befal-
lener Lymphknoten und zum pathologischen Tumorstaging (systematische
radikale Lymphadenektomie). Als nichtanatomische Resektion gibt es die
Keilresektion, die in der Regel bei unklaren Tumoren oder Lungenbiopsien
eingesetzt wird.

1.6.1.2 Strahlentherapie

Die Strahlentherapie wird im Wesentlichen primér bei funktioneller Inope-
rabilitéit, Verweigerung zur Operation und nichtresektablen Tumorstadien
angewendet, sowie im adjuvanten Sinn, wenn operativ ein N2-Befall fest-
gestellt wurde, oder nur eine R1- (mikroskopischer Resttumor) oder R2-
Resektion (makroskopischer Resttumor) erzielt werden konnte. Dabei wird
fiir die primére Bestrahlung eine Gesamtreferenzdosis (GRD) von 70Gy und
fiir die adjuvante Bestrahlung eine GRD von 50 Gy verwendet. Im Stadi-
um I und IT hat eine adjuvante Bestrahlung einen negativen Einfluss auf
das Uberleben der Patienten (PORT Meta-Analysis Trialists Group 1998).
Umstritten ist noch, ob eine Radiotherapie im neoadjuvanten Sinn zu Uber-
lebensvorteilen fiithrt, wobei sich abzeichnet, dass ein Vorteil nur durch ei-
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ne kombinierte Radio-/Chemotherapie zu erzielen ist. Eine Sonderstellung
nimmt die Behandlung des Pancoast-Tumor ein. Hierbei besteht die klare
Indikation zur neoadjuvanten Bestrahlung des ipsilateralen Hilus und des
Mediastinums mit 40 Gy mit unmittelbar danach zu erfolgender chirurgi-
scher Entfernung des Tumors. Als neue Variante zur Bestrahlung gibt es die
three-dimensional conformal radiation therapy (3D-CRT) mit einer GRD
von >80Gy, mit der Uberlebensvorteile bei der primiren Therapie im Ge-
gensatz zur herkdmmlichen Bestrahlung im Stadium I, IT und III (Sura et
al. 2007), sowie bei der adjuvanten Bestrahlung im Stadium II nachgewiesen
wurden (Machtay et al. 2001).

In der palliativen Situation, in der die Tumorerkrankung als nicht mehr
heilbar angesehen wird, hat sich die Radiotherapie in der Linderung von
Brustschmerzen, Husten und Atemnot bewéhrt, indem z.B. Obstruktionen
beseitigt werden (Report to the Medical Research Council by its Lung Can-
cer Working Party 1991, Medical Research Council Lung Cancer Working
Party 1992).

1.6.1.3 Pharmakotherapie

Die Gabe von Chemotherapeutika wird im neoadjuvanten, adjuvanten und
auch palliativen Sinn beim NSCLC angewandt. Im neoadjuvanten Sinn wer-
den die Chemotherapeutika zur Tumorreduktion verwendet, um damit ei-
ne Operation besser zugéinglich zu machen, sowie Mikrometastasen zu era-
dizieren (Choi et al. 1997). Dadurch soll den Patienten eine Chance auf
vollstandige Resektabilitdt im kurativen Sinn ermdoglicht werden. Es gibt
dltere Studien, die hierbei einen Uberlebensvorteil fiir Patienten festgestellt
haben (Roth et al. 1994). Neuere Studien, die dieselben Chemotherapeutika
verwendeten, konnten diesen Voteil allerdings nicht bestéitigen (Depierre et
al. 2002). Die endgiiltigen Ergebnisse der zur Zeit laufenden Studien mit
neueren, platin-haltigen Chemotherapeutika stehen noch aus (Betticher et
al. 2003; Cappuzzo et al. 2003). Des Weiteren werden gerade Antikorper
— wie Erlotinib (Shepherd et al. 2005; Tsao et al. 2005) und Bevacizumab
(Sandler et al. 2006) — gegen tumorspezifische Antigene sowie Tyrosinkinase-
Hemmer getestet, die schon jetzt vielversprechende Ergebnisse zeigen.

1.6.2 Stadienadaptierte Therapie
1.6.2.1 Stadium I

Der Goldstandard der Therapie beim Stadium ITA und IB ist die operative
Resektion des Tumors. Hierbei hat sich die Lobektomie des befallenen Tu-
morlappens durchgesetzt (Schuchert et al. 2007). Japanische Arbeitsgruppen
zeigten in zwei Studien, dass die gewebesparende Segmentektomie fiir Sta-
dium TA bei einer TumorgdBe <2 cm keinen signifikanten Nachteil in der
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5-Jahresiiberlebensrate gegeniiber der Lobektomie nachweisen konnten. So-
mit ist die Segmentektomie insbesondere fiir kardiopulmonal vorbelastete
Patienten zutréglicher (Okada et al. 2003; Okada et al. 2005). Fiir Stadium
IB wird der Nutzen der adjuvanten Chemotherapie diskutiert, da sowohl
einige Studien eine Verbesserung der 5-Jahresiiberlebensrate gegeniiber der
alleinigen Operation von 10-15% nachweisen konnten (Arriagada et al. 2004;
Strauss et al. 2004), andere Studien diesen Benefit jedoch nicht bestétigen
konnten (Scagliotti et al. 2003). Die primire Bestrahlung des Tumors mit
Heilungsraten von bis zu 25% ist heute nur noch bei inoperablen Patien-
ten indiziert (Noordijk et al. 1988), oft in Kombination mit einer Chemo-
therapie (Curran et al. 2000). Seit einiger Zeit werden durch die 3D-CRT
aufgrund einer verbesserten Bestrahlungstechnik bessere Ergebnisse als mit
der herkémmlichen Bestrahlung erzielt (Sura et al. 2007).

1.6.2.2 Stadium II

Die Therapie des Stadium II des NSCLC wird dhnlich angegangen wie beim
Stadium I. Bei funktioneller Operabilitét ist auch hier die chirurgische Ent-
fernung des Tumors das Mittel der Wahl (Nakagawa et al. 2007). Je nach Stu-
die werden 5-Jahresiiberlebensraten von 25-55% erreicht, wobei nach Ent-
fernung eines Plattenepithelkarzinoms die besten 5-Jahresiiberlebensraten
erzielt werden (Mountain 1997; Martini et al. 1992). Als operatives Verfah-
ren ist hier wie im Stadium I die Lobektomie anzustreben. Eine adjuvante
Behandlung durch Chemotherapeutika wird individuell durchgefiihrt, da ei-
nige Studien einen positiven Einfluss auf das Uberleben der Patienten zeig-
ten (Arriagada et al. 2004; Strauss et al. 2004). Aber auch hierbei gibt es
Studien, die keinen signifikanten Vorteil fiir eine adjuvante Behandlung mit
Chemotherapeutika feststellen konnten (Keller et al. 2000; Scagliotti et al.
2003). Mit den neuen Moglichkeiten der 3D-CRT zeigte eine Bestrahlung
im adjuvanten Sinn sogar durchaus Vorteile auf das Uberleben der Patien-
ten (Machtay et al. 2001). Eine primére Radiatio ist bei Stadium II nur
bei inoperablen Patienten indiziert (Curran et al. 2000). Mit der 3D-CRT
wird hierbei sogar eine 5-Jahresiiberlebensrate von 36% erreicht (Sura et al.
2007).

1.6.2.3 Stadium IITA

Fiir das Stadium IITA spielt die operative Resektion fiir Tumore, die als
T3N1MO eingestuft werden, eine wichtige Rolle mit Heilungsraten von bis
zu 39% (Oda et al. 1998). Der Nutzen einer neoadjuvanten Chemothera-
pie ist hier nicht bewiesen (Roy and Donington 2007). T3N2MO0 Tumoren
werden in der Regel nicht mehr primér als operativ kurabel angesehen. Die-
se miissen, wenn eine Chance auf operative Resektion besteht, neoadjuvant
vorbehandelt werden. Als Standard werden dafiir Platin-basierende Chemo-

27



therapeutika allein oder konkomitant mit einer Radiotherapie verwendet. So
konnten bei Albain et al. (1995) 85% der Patienten mit Stadium IITA ei-
ner Operation zugénglich gemacht und eine 3-Jahresiiberlebensrate von 27%
erreicht werden. Auch im adjuvanten Sinn werden diese Chemotherapeuti-
ka verwendet, weil ein positiver Effekt auf die Uberlebenszeit der Patienten
nachgewiesen wurde. Wird durch eine neoadjuvante Behandlung ab Stadium
T3N2MO keine vollstéandige Eradikation der N2-Lymphknoten erreicht, ist
es sinnvoller, an die neoadjuvante Therapie eine definitive Chemotherapie
anzuschlieBen. Dabei kénnen 5-Jahresiiberlebenszeiten von 20,3% erreicht
werden (Arriagada et al. 2004). Die Radiatio als alleinige primére Thera-
pie hat durch die 3D-CRT mit 5-Jahresiiberlebensraten von 31% wieder an
Potenz gewonnen (Sura et al. 2007).

1.6.2.4 Stadium IIIB

Im Stadium IIIB sind die Chemo- und Radiotherapie die wesentlichen The-
rapieoptionen. In besonderen Féllen, bei denen héchstens ein NO-1 Lymph-
knotenbefall, aber T4 Status vorliegt, kann durch modernere Operations-
techniken Hoffnung auf Heilung gemacht werden:

e T4 aufgrund Satellitenherd im gleichen Lungenlappen: 5-Jahresiiber-
lebensrate von 20% (Deslauriers et al. 1989)

e T4 aufgrund Carinabeteiligung: 5-Jahresiiberlebensrate bei R0 von
51% (Mitchell et al. 1999)

e T4 aufgrund Beteiligung groflier Gefifie: 5-Jahresiiberlebensrate von
31% (Spaggiari et al. 2000).

Allerdings liegt die Standardbehandlung des Stadium IIIB im Allgemei-
nen in einer zweifach Therapie mit Platin-basierenden Chemotherapeutika
(Schiller et al. 2002; Numico et al. 2005). Da trotz Therapie die Progno-
sen fiir die einzelnen Untergruppen immer noch sehr schlecht sind, wird
in diesem Bereich sehr forciert geforscht. Ein Versuch ist es, diese Patien-
ten konkomitant oder nachfolgend zu bestrahlen, um sie damit im Sinne
einer neoadjuvanten Behandlung operativ kurabel zu machen. Albain et al.
(1995) konnte dadurch 80% der Patienten mit Stadium IIIB einer Opera-
tion zugénglich machen und eine 3-Jahresiiberlebensrate von 24% erzielen.
Bei einem anderen Versuch wurden den Patienten ein Dreierschema Che-
motherapeutika mit konkomitanter Radiatio verabreicht anstatt des Zwei-
erschemas mit Radiatio, und es hat sich ein gleich gutes bis sogar besseres
Uberleben mit einer 2-Jahresiiberlebensrate von 34,6% ergeben (Furuse et
al. 1999). Wie fiir das Stadium IITA wird fiir die adjuvante chemotherapeuti-
sche Behandlung angenommen, dass eine solche Behandlung Vorteile bietet
(Arriagada et al. 2004).
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1.6.2.5 Stadium IV

Das Stadium IV wird in der Regel palliativ behandelt, da der Tumor bereits
Fernmetastasen gebildet hat und nicht mehr als heilbar angesehen wird.
Chemotherapeutisch hat Cisplatin eine verlingerte Uberlebenszeit um 10
Wochen, eine Verbesserung der 1-Jahresiiberlebensrate um 10% und eine
Verbesserung der Lebensqualitédt im Vergleich zur ,,best suppotive care“ ge-
zeigt (Cullen et al. 1999). Diese ,,best supportive care* umfasst das multi-
professionelle Bemiihen dem Patienten jeden Alters zu jedem Zeitpunkt un-
terstiitzende Behandlungsmafinahmen fiir seine physischen, psycho-sozialen,
spirituellen und kulturellen Bediirfnisse zur Verfiigung stellen zu kénnen.
Des Weiteren nutzt man sich der Radiotherapie, um lokale Prozesse zu lin-
dern. Seit neuestem werden gegen den Tumor gerichtete Antikorper getestet.
In seltenen Fillen wird bei solitdren Metastasen ein kurativer Ansatz durch
ein neoadjuvantes Konzept mit nachfolgender Operation versucht.

1.7 Prognose

Die Prognose fiir das NSCLC hat sich in den letzten Jahrzehnten trotz neue-
rer Entwicklungen in der Chirurgie, Pharmakotherapie und Strahlentherapie
nur geringfiigig verbessert, ist aber mit einer mittleren Uberlebenszeit von 8
Monaten und einer 5-Jahresiiberlebensrate von unter 15%, iiber alle Stadien
gemittelt, immer noch sehr schlecht (Jemal et al. 2006).

Stadium | T N M | 5-JUR 5-JUR
klinisches chirurgisches
Staging Staging'
TIA T1 NO MO | 61% 67%
IB T2 NO MO | 38% 57%
ITA T1 N1 MO | 34% 55%
I1B T2 N1 MO | 24% 39%
T3 NO MO | 22% 38%
ITTA T3 N1 MO | 9% 25%
T1-3 N2 MO | 13% 23%
I11B T4 NO-2 MO | 7% -
T1-4 N3 MO | 3% -
v T1-4 NO0-3 M1 | 1% -

! Uberlebensraten nach chirurgischer Verifikation des Stadiums und ope-
rativer Behandlung

Tabelle 1.5: Prognosen des NSCLC (modiﬁziert nach Brundage et al.
2002)
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Dabei ist die 5-Jahresiiberlebensrate in den USA mit 15% noch am besten,
gefolgt von Europa mit 10% und schlussendlich den Entwicklungslindern
mit 8,9% (Parkin et al. 2005). Diese Daten sind iiber alle Stadien gemittelt.
Gerade in den fritheren Stadien zeigt das NSCLC deutlich bessere Uberle-
benszeiten. Die UICC hat Ende der Neunzigerjahre eine Ubersicht iiber die
stadienabhéngigen Prognosen verdffentlicht ( Tabelle 1.5 ), wobei in neueren
Quellen bei Patienten nach Operation eine 5-JUER fiir Stadium Ia von bis
zu 79%, fiir Stadium Ib von 59,7% (Naruke et al. 2001), fiir Stadium ITA
von 33-65%, fiir Stadium IIB von 27-56% (Ponn et al. 2005), fiir Stadium
ITTa von 22-25,7%, fiir Stadium ITIb von 3,4-20.8% und fiir Stadium IV von
5,1% beschrieben wurde (Naruke et al. 2001).

1.8 Ziel der Studie

Diese Studie untersucht die Abhingigkeit der Prognose von Patienten mit
operiertem Plattenepithelkarzinom der Lunge aus den Stadien TA-ITIB an-
hand der Serum-LDH-Werte sowie der Exprimierung der LDH-5 im Tumor.
Dabei wird der Schwerpunkt auf folgende Fragestellungen gelegt:

e Gibt es einen Zusammenhang zwischen préoperativ erfasstem Serum-
LDH-Wert und LDH-5-Exprimierung im Tumor?

e Kann anhand des priaoperativ erfassten Serum-LDH-Wertes eine Aus-
sage iiber die zu erwartende Prognose eines Patienten gestellt werden?

e Ermoglicht die Bestimmung des Verlaufs der Serum-LDH-Werte Aus-
sagen iiber die Prognose eines Patienten?

e Ist es sinnvoll die Bewertung der LDH-5-Exprimierung im Tumor in
einen quantitativen und qualitativen Teil zu trennen?

e Erlaubt die LDH-5-Exprimierung in den Tumorzellen eine Aussage
iiber das stadienadaptierte Uberleben eines Patienten?

Ein Teil dieser Fragestellungen, vor allem beziiglich der immunhistoche-
mischen Betrachtung der LDH-5, hat die Arbeitsgruppe Koukourakis et
al. (2003,2005) bereits ansatzweise fiir das NSCLC bearbeitet, wobei die-
se Gruppe auch die einzige ist, die bisher hierzu Daten verdffentlicht hat.

Beziiglich der Fragestellungen hinsichtlich der Serum-LDH gibt es wesentlich
mehr Veroffentlichungen. Hierbei gibt es aber keine Studie, die ausschlief3-
lich das Plattenepithelkarzinom der Lunge betrachtet. Zudem variiert der
Schwellenwert der Serum-LDH, ab wann von einer schlechteren Prognose
ausgegangen werden kann, enorm, so dass speziell fiir das Plattenepithelkar-
zinom der Lunge das Verhalten der Serum-LDH analysiert wird.
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Auftrag der vorliegenden Studie ist somit speziell das Expressionsverhalten
der LDH-5 in den Tumorzellen — quantitativ wie auch qualitativ — fiir das
Plattenepithelkarzinom der Lunge immunhistochemisch zu analysieren, um
mit den gegebenenfalls einhergehenden Serum-LDH-Verdnderungen Aussa-
gen iiber die stadienadaptierten Uberlebenszeiten eines Patienten ableiten
zu konnen.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Datenerfassung und Auswahl des Patienten-
kollektivs

Die pré-, intra- und postoperativ ermittelten Patientendaten wurden in ei-
ner komplexen Datenbank (Access 2003) gespeichert. Insgesamt konnten 280
Patienten im Zeitraum zwischen 2000 und 2006 mit einem NSCLC erfasst
werden. Davon hatten 61 Patienten ein Plattenepithelkarzinom der Lunge
und mindestens ein Serum-LDH-Wert, der drei Monate vor Operation ent-
nommen wurde, war bekannt.

Die préoperativen Daten bezogen sich zum einen auf die demographischen
Merkmale der Patienten (Alter, Geschlecht), zum anderen auf die Beschrei-
bung des klinischen Stagings (Computertomographie des Thorax, Magnet-
resonanztomographie des Schidels, Sonographie des Abdomens, Broncho-
skopie der Lunge mit histologischer Tumorklassifikation; wenn vorhanden:
Mediastinoskopie, Lungenperfusionsszintigraphie), der Symptome und Be-
schwerden, eines umfassenden Labors sowie funktionelle Parameter (Blut-
gasanalyse, Lungenfunktion, Karnofsky-Index).

Die intraoperativ erhobenen Daten schlossen neben der Operationsdauer
und der Lungenresektionstechnik, etwaige operative Erweiterungen oder Be-
sonderheiten sowie die genaue Zuordnung der entnommenen Lymphkno-
ten nach der modifizierten ATS-Systematik mit ein (Mountain and Dresler
1997).

Die postoperativen Daten bezogen sich auf die Verweildauer auf der In-
tensivstation, die Angabe des intraoperativen Blutverlusts sowie gegeben-
falls notwendige Transfusionen, der pathologischen TNM-Klassifikation nach
Mountain (1997) mit Angabe aller entfernten infiltierten und tumorfreien
Lymphknoten, der Erfassung sdmtlicher postoperativer Komplikationen so-
wie notwendiger Revisionseingriffe und eines Entlassungslabors.

Zur Ermittlung des klinischen Zustandes des Patienten in der Nachbeob-
achtungsphase wurde, zum Abschluss der Untersuchungen, an alle behan-

32



delnden Haus- bzw. Fachérzte ein Nachsorgebogen geschickt, der Fragen in
Bezug auf die letzte Vorstellung beim Untersucher, auf den Allgemeinzu-
stand gemessen anhand der ECOG-Skala, den Todeszeitpunkt, Grund des
Todes, Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen und
eines Zweittumors sowie die Durchfiihrung von Strahlen-, Chemo- oder an-
deren Therapien beinhaltete. So konnte der Verlauf des Patienten optimal
nachvollzogen werden.

Besonderen Wert wurde auf die Erfassung eines Serum-LDH-Wertes in ei-
nem Zeitraum von drei Monaten préaoperativ sowie drei Monaten postope-
rativ gelegt.

Nach Priifung der Unterlagen durch die zustdndige Ethik-Kommission, wur-
den keine Einwédnde oder Bedenken beziiglich der Durchfiihrung der vorlie-
genden Studie erhoben.

2.2 Definierung der Kollektive

Es gibt drei verschiedene Kollektive, an denen die Untersuchungen der vor-
liegenden Studie durchgefiihrt wurden: das Gesamtkollektiv, Kollektiv A
und Kollektiv B ((Tabelle 2.1 ).

‘ Grofle
Gesamtkollektiv ‘ n=>61
|

‘ Ausschlusskriterien
Kollektiv A n=>53 ‘ Tod innerhalb von 30 Tagen

Kollektiv B n=45 Tod innerhalb von 30 Tagen,
R1-Resektion, nicht tumorbedingter Tod,

unbekannte Todesursache

Tabelle 2.1: Definition der Kollektive

Das Gesamtkollektiv fasst alle Patienten der Studie mit ein. An diesem
Kollektiv wurden zum einen die epidemiologischen Untersuchungen durch-
gefiihrt, zum anderen die Untersuchungen, die sich auf die Zusammenhénge
zwischen der praoperativen Serum-LDH und der Tumor-LDH bezogen.
Das Kollektiv A mit 53 Patienten beinhaltet alle Patienten bis auf die
perioperativ verstorbenen Patienten, d.h. diejenigen Patienten, die inner-
halb 30 Tage postoperativ verstorben sind. Bei diesen Patienten wird davon
ausgegangen, dass nicht der Tumor, sondern die Operation der Grund des
Todes war.

Das Kollektiv B mit 45 Patienten schliefit zusétzlich noch alle die Pa-
tienten aus, die an einer nicht tumorbedingten oder unbekannten Ursache
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verstorben sind oder R1 reseziert wurden, sodass hierbei der Fokus auf den
Primértumor als Todesursache gelegt wird. Folglich werden nur Patienten
betrachtet, die an einem Rezidiv oder an Spétmetastasen verstorben sind.
An Kollektiv A sowie Kollektiv B wurden die Untersuchungen durch-
gefiihrt, die das jeweilige Kollektiv auf einen Zusammenhang zwischen der
Serum-LDH bzw. Tumor-LDH und der Uberlebenszeit der Patienten iiber-
priiften. Diese Untersuchungen wurden zum einen mit, zum anderen ohne
neoadjuvant behandelte Patienten angestellt, um eine mogliche Beeinflus-
sung der untersuchten Zusammenhénge durch eine neoadjuvante Therapie
beurteilen zu konnen.

2.3 Laktatdehydrogenase (LDH)

2.3.1 Funktion im Serum

Die Glykolyse ist der Hauptweg einer Zelle zur Energiegewinnung. Hierbei
wird Glukose zu Pyruvat umgewandelt, wobei Adenosintriphosphat (ATP)
entsteht und Nikotinamidadenosindinukleotid (NAD") zu NADH/H™ redu-
ziert wird. Um eine kontinuierliche Glykolyse zu gewihrleisten, muss kon-
tinuierlich NAD* zur Verfiigung stehen, d.h. es muss fortlaufend das ent-
standene NADH/H" zu NAD" oxidiert werden. Dies kann auf zwei Wegen
geschehen:

Ist das Sauerstoffangebot ausreichend, so wird NAD* aerob nachgebildet.
Das gebildete Pyruvat wird iiber die Pyruvatdehydrogenase zu Acetyl-Ko-
enzym A (Acetyl-CoA) umgewandelt, welches im Krebs- (Zitronensiure-)
Zyklus zu Wasser, ATP und Kohlenstoffdioxid umgebaut wird. Dabei wird
NADH/H* zu NAD" oxidiert.

Muss NAD™* allerdings unter hypoxischen Bedingungen gebildet werden, so
geschieht dies auf dem anaeroben Weg. Die LDH katalysiert Pyruvat zu
Laktat, wobei das H"-Ion von NADH/H* benétigt wird und NAD™ entsteht
( Abbildung 2.1 ).

Die Laktatdehydrogenase wird in fiinf Isoenzyme unterteilt, bestehend aus
vier Untereinheiten. Es gibt zwei verschiedene Polypeptide unterschiedlichen
genetischen Ursprungs, die diese vier Untereinheiten bilden: das Polypeptid
M und H. Je hoher das Verhéltnis M- zu H-Untereinheiten ist, desto hoher
ist die Affinitét des Enyzms gegeniiber Pyruvat. Je affiner das Enzym zu
Pyruvat ist, desto hoher ist die Umwandlungsrate von Pyruvat zu Laktat
(Holbrook et al. 1975). Die einzelnen Isoformen und deren physiologisches
Vorkommen werden in Tabelle 2.2 dargestellt.
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aerob anaerob
Pyruvat Pyruvat

l c F'yruvat— MADHMHY
dehydrogenase

Laktat-
Acetyl-CoA < dehydrogenase
\L NAD*
Zitratzyklus Laktat

Abbildung 2.1: Energiegewinnung

Isoform Untereinheiten Gewebe

LDH-1 HHHH Herz

LDH-2 HHHM Lymphsystem

LDH-3 HHMM Lunge

LDH-4 HMMM Niere

LDH-5 MMMM Leber, quergestreifte Muskulatur

Tabelle 2.2: Physiologisches Vorkommen der Isoformen der LDH

Im Serum ist die LDH ein Marker fiir das Ausmaf einer Gewebeschidigung
und zeigt somit die Hohe eines Zellzerfalls an. Daher wird der Wert vor allem
bei Verdacht auf eine intravasale Hamolyse bzw. eine Gewebeschidigung
bestimmt und liegt physiologisch bei einem Wert kleiner als 230-250 U/L.

2.3.2 Cut-off-Wert der Serum-LDH
2.3.2.1 Prioperative Serum-LDH vs. Uberleben

Fin Ziel der vorliegenden Studie ist zu priifen, ob die Prognose eines Patien-
ten ab einer bestimmten Hohe des prioperativen Serum-LDH-Wertes signi-
fikant schlechter ist. Diese Trennlinie wurde durch Addition einer Standard-
abweichung zum Mittelwert aller praoperativen Serum-LDH-Werte gebildet,
so dass die Trennlinie bei 240 U/L festgesetzt wurde. Die Serum-LDH-Werte
>240 U/L als pathologisch hoch anzusehen, entspricht in etwa den bisher ak-
tuellen Erkenntnissen. Zum einen wird ein Wert der Serum-LDH ab 230-250
U/L in den meisten Kliniken als pathologisch hoch angesehen. Zum anderen
gibt es einige Studien, die bereits eine solche Untersuchung durchgefiihrt
haben. Die Studie von Eberhardt et al. (1998) weist dabei die meisten Uber-
einstimmungen zu der vorliegenden Studie auf. In dessen Studie wurde die
Trennlinie der préoperativen Serum-LDH zur Untersuchung auf Unterschie-
de in der Uberlebenszeit ebenfalls bei >240 U/L festgesetzt.
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2.3.2.2 Verlauf der Serum-LDH vs. Uberleben

Die Einteilung der Gruppen bei der Untersuchung zwischen dem Verlauf
der Serum-LDH und der Uberlebenszeit erfolgte in eine erste Gruppe mit
einem Anstieg des Serum-LDH-Wertes vom préoperativen Wert zum Wert
nach der Operation, und eine zweite Gruppe, mit einem Abfall des Serum-
LDH-Wertes. Damit kann beurteilt werden, ob nicht nur das Niveau des
praoperativen Serum-LDH-Wertes, sondern auch eine mogliche Beeinflus-
sung des Serum-LDH-Wertes durch die Resektion des Tumors ermdglicht,
eine Vorraussage iiber die zu erwartende Prognose des Patienten machen zu
konnen.

2.3.3 Funktion im Tumor

In Tumorzellen ist vor allem die anaerobe Glykolyse zu finden, da intra-
tumoros aufgrund der raschen Zellproliferation, des hohen Metabolismus,
der defekten strukturellen sowie funktionellen Angiogenese und der weiten
rdumlichen Entfernung zwischen den Tumorzellen und den Gefafien im Stro-
ma zumeist Hypoxie herrscht (Giatromanolaki A and Harris 2001; Vaupel
et al. 2001). Warburg (1956) beobachtete, dass Tumorzellen zudem anaero-
be Glykolyse betreiben, auch wenn sie ausreichend mit Sauerstoff versorgt
werden. Dieser Vorgang wird seitdem als Warburg-Effekt bezeichnet. Au-
Berdem beschrieb Goldman et al. (1964) , dass der prozentuale Anteil an
M-Untereinheiten gegeniiber H-Untereinheiten bei der LDH im Tumorge-
webe wesentlich hoher ist, als in gesundem Gewebe. Unter anderem wies
er dieses Verhalten fiir das Bronchialkarzinom nach. Somit ist zu vermu-
ten, dass Tumoren aus den zuvor genannten Griinden hauptsichlich die
Energiegewinnung anaerob durch die Katalysierung von Pyruvat zu Lak-
tat durch die LDH-5 vollziehen, da LDH-5 — ausschlie3lich bestehend aus
M-Untereinheiten — die hochste Affinitéit gegeniiber Pyruvat besitzt. Diese
Annahme findet Bestétigung in einer Studie von Koukourakis et al. (2003a),
der aufgrund einer immunhistochmischen Beobachtung beschrieb, dass die
LDH-5 vermehrt in den Tumorzellen, die LDH-1 hingegen vermehrt im Stro-
ma und in den Gefiflen exprimiert wurde.

2.4 Immunhistochemie

2.4.1 Selektion der Tumorblocke

Bei der Selektion der Tumorblécke wurde auf eine dezidierte und kontrol-
lierte Auswahl des tatséchlichen Tumorgewebes im Tumorblock geachtet. Es
wurde bei allen Untersuchungen immer der Primarius herangezogen. Hierfiir
wurde anhand des pathologischen Befundes und nach lichtmikroskopischer
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Begutachtung aller Himatoxylin-Eosin gefarbten Schnitte eines Tumors mit
Hilfe eines erfahrenen Pathologen der am besten geeignetste Tumorblock fiir
diese Studie ausgewéhlt. Dieser ausgewéhlte Tumorblock weist folglich den
grofiten Anteil an zum Zeitpunkt der Resektion vitalen Tumorgewebe, im
Vergleich zu allen Tumorblécken des resezierten Tumors, auf.

2.4.2 Herstellen der Tumorschnitte

Die gelagerten Blocke miissen zuerst gekiihlt werden, um sie dann auf dem
Schlittenmikrotom SM 2000 R (Leica, Wetzlar, Deutschland) mit der Klin-
ge ,Mikrotome Blades S 35“ (Feather, Kita-Ku, Japan) in Préparate mit
einer Stédrke von 1 um zuzuschneiden. Diese Schnitte werden in kaltem, ent-
ionisiertem Wasser aufgefangen und dann vorsichtig in 45°C warmen Was-
ser iiberfithrt, um eine Streckung der Oberfliche zu erzielen. Anschliefflend
werden die Schnitte auf silanisierte Objekttriger (Menzel, Braunschweig,
Deutschland) vorsichtig aufgenommen. Die Trocknung erfolgt iiber Nacht
bei Raumtemperatur. In diesem Zustand sind die Schnitte im Dunkeln und
bei Raumtemperatur unbegrenzt lagerbar.

2.4.3 Immunhistochemische Fiarbung
2.4.3.1 Vorbereitung der Tumorschnitte

Damit der Antikorper bei der immunhistochemischen Farbung das zu detek-
tierende Epitop erkennen konnte, musste bei den Formalin-fixierten Gewe-
ben die Vernetzung der Aldehydgruppen aufgespalten werden. Daher wur-
den die Préararate in 3 Xylolbdder jeweils 3 Minuten entparaffiniert und
anschliefend iiber zweimal 100%igen Alkohol, sowie sukzessive jeweils ein-
mal 96%igen, 70%igen, 50%igen, 30%igen Alkohol und bi. dest. fiir jeweils 3
Minuten rehydriert. Die Antigen-Demaskierung (Aldehydgruppen-Spaltung)
erfolgte mit 10%igem Citratpuffer S 2031, pH 6,0 (Dako, Hamburg, Deutsch-
land) im Dampfgarer (Braun, Kronberg, Deutschland) bei 90°C fiir 25 Mi-
nuten. Anschliefend wurden die Préparate fiir 20 Minuten auf Raumtempe-
ratur abgekiihlt. Als néichstes wurden die Préparate in 0,05 M Tris-Puffer
pH 7,6 fiinfmal fiir jeweils 2 Minuten gewaschen. Danach wurde die endoge-
ne Peroxidase auf den Priparaten mit 3%igem Wasserstoffperoxyd S 2023
(Dako, Hamburg, Deutschland) fiir 15 Minuten in einer feuchten Kammer
geblockt und die Préparate erneut in 0,05 M Tris-Puffer pH 7,6 fiinfmal fiir
jeweils 2 Minuten gewaschen. Anschlieffend wurden die Préparate in einer
feuchten Kammer bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten mit AK-Diluent S
2022 (Dako, Hamburg, Deutschland), einem Verdiinnungsmedium, inkubiert
und im Anschluss nur abgeklopft.
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2.4.3.2 Prinzip der immunhistochemischen Firbung

Fiir die immunhistochemische Farbung wurde die indirekte Zwei-Schritt-
Methode verwendet. Dabei wird im ersten Schritt ein spezifischer Antikérper
— hierbei ab 9002 als Priméarantikérper — auf das zu untersuchende Gewe-
be aufgebracht. Dieser Antikorper ist in diesem Fall gegen die LDH-5 im
Zytoplasma gerichtet. Im zweiten Schritt wird der sogenannte Sekundéiran-
tikorper aufgetragen — hierbei ab 6747 — der gegen den Primérantikérper
gerichtet ist. Dabei ist der Sekundérantikérper mit einem Enzym gekoppelt.
Wird im Anschluss daran das passende Chromogen auf das Gewebe gegeben
— in diesem Fall DAB (Dako, Hamburg, Deutschland) — wird dieses durch
das gekoppelte Enzym am Sekundérantikorper umgewandelt und ein Farb-
umschlag ist sichtbar, der, wie in diesem Fall, braun ist ( Abbildung 2.2 ).

1. Schritt 2. Schritt
Primar-AK (ab 9002) \

N T
)k Sekundir-AK (ab E'ﬁﬂ /
Z\ )k

AN

Antigen (LDH-5) /\/\

Abbildung 2.2: Indirekte Immunhistochemie (Zwei-Schritt-Methode)

2.4.3.3 Beschreibung der Antikérper ab 9002 und ab 6747

Der Anitkérper ab 9002 (Abcam, Cambridge, Grofibritannien) ist ein po-
lyklonaler Primérantikdrper der IgG-Fraktion, der gegen die menschliche
Laktatdehydrgenase 5 im Zytoplasma gerichtet ist. Er liegt in einer Kon-
zentration von 8mg/ml fliissig vor. Gewonnen wurde er vom Schaf und als
Immunogen diente die LDH-5, die aus einer menschlichen Placenta aufbe-
reitet wurde. Eine Kreuzreaktivitdt gegeniiber der Laktatdehydrogenase 2,3
und 4 kann die Firma Abcam nicht sicher auschliefen, da sich diese Enzyme
sehr dhnlich sind und diesbeziiglich keine Versuche durchgefiihrt wurden.
Der Antikorper ab 6747 (Abcam, Cambridge, Grofibritannien) ist ein po-
lyklonaler Sekundérantikérper der IgG-Fraktion. Er wurde vom Hasen ge-
wonnen und ist gegen IgG-Antikoper vom Schaf gerichtet. Er liegt in einer
Konzentration von 2mg/m fliissig vor.
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2.4.3.4 Konzentrationsversuche

Um eine optimale Farbgebung durch die immunhistochemische Farbung
zu bekommen, musste die Konzentration des Prim&rantikorpers und die
Verdiinnung des Sekundérantikorpers durch Versuchsreihen erst ermittelt
werden. Hierzu wurden zufillig ausgewéhlte Probeschnitte in aufsteigenden
Konzentrations- und Veriinnungsreihen mit dem Primér- und Sekundéran-
tikorper inkubiert, bis sich eine optimale Farbgebung darstellte. In diesem
Fall war das fiir den Primérantikorper ab 9002 eine Konzentration von
16 #g/m1 und fiir den Sekundérantikorper ab 6747 eine Verdiinnung von 1/250.

2.4.3.5 Firbung nach LDH-5

Die vorbereiteten Prédparate wurden mit dem Primé&rantikérper ab 9002
(Abcam, Cambridge, Grofibritannien) in einer Konzentration von 16 #g/ml
in einer feuchten Kammer iiber Nacht im Kiihlschrank inkubiert. Hiernach
mussten die Praparate in 0,05 M Tris-Puffer pH 7,6 fiinfmal fiir jeweils 2
Minuten gewaschen werden. Als néchsten Schritt wurden die Préparate mit
dem Sekundirantikérper ab 6747 (Abcam, Cambridge, Grobritannien) in
einer Verdiinnung von 1:250 fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer
feuchten Kammer inkubiert und anschlieflend in 0,05 M Tris-Puffer pH 7,6
fiinfmal fiir jeweils 2 Minuten gewaschen. Die Visualisierung der Signals
erfolgte mit dem Chromogen DAB K3468 (Dako, Hamburg, Deutschland)
unter lichtmikroskopischer Kontrolle und wurde durch Eintauchen bzw. ei-
ner Verweildauer von 5 Minuten in bi. dest. gestoppt. Im Anschluss erfolgte
die Kernfarbung durch zweiminiitiges Einwirken von Hédmalaun und folgen-
dem fiinfminiitigem Differenzieren unter flieBendem Wasser. Abschlieflend
erfolgte die Dehydrierung der Préaparate, indem diese sukzessive fiir jeweils
3 Minuten zweimal in 96%igem Alkohol, zweimal in 100%igem Alkohol und
dreimal in Xylol verweilten und folgend mit Entellan (Merck, Darmstadt,
Deutschland) eingedeckt wurden.

2.4.4 Lichtmikroskopische Auswertung

Zuerst wurden sowohl die LDH-5-; als auch die Himatoxylin-Eosin-gefirb-
ten Préparate auf einen Computer digital eingescannt, so dass die Tumor-
schnitte orientierend als Ganzes vergdflert betrachtet werden konnten. Die
lichtmikroskopische Auswertung erfolgte fiir die LDH-5-Gesamtimpression,
die LDH-5-Expression und die LDH-5-Intensitét. Hierbei wurden die nach
LDH-5-gefdrbten Tumorschnitte immer im Vergleich zu den Hématoxylin-
Eosin-gefarbten Tumorschnitten betrachtet, um vitale Tumorzellverbédnde
sicher von Nekrosen, Bindegewebe, Lymphknoten und entziindlichen Infil-
traten unterscheiden zu kénnen ( Abbildung 2.3 ).
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(a) Hamatoxylin-Eosin-Farbung

(b) LDH-5-Farbung

Abbildung 2.3: Beispiel einer Hiématoxylin-Eosin- und LDH-5-Farbung:
Links: Lungenparenchym, Mitte: Tumor, Rechts: Nekrose
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2.4.4.1 LDH-5-Gesamtimpression

Die Gesamtimpression ist ein Parameter, der den ersten Eindruck des vita-
len Tumorgewebes in einer schwachen Vergroferung (x25) beschreibt. Da-~
bei steht die ,Stufe 1“ fiir die minimale Ausprigung der Gesamtimpres-
sion mit wenig vitalem, verstreutem Tumorgewebe und schwacher LDH-5-
Exprimierung und die ,,Stufe 5“ fiir die maximale Ausprigung der Gesam-
timpression mit viel solidem Tumorgewebe und starker LDH-5-Exprimierung.
Dazwischen muss individuell entschieden werden, welcher Wert der jeweili-
gen Gesamtimpression entspricht. Es wurde 1 Feld/priparat in 25facher Ver-
grofferung ausgewertet, so dass insgesamt 61 Auswertungen erfolgten.

Abbildung 2.4: LDH-5-Gesamtimpression der ,Stufe 1¢ in 25facher Ver-
groferung

Ein Beispiel fiir die minimale sowie maximale Ausprigung der Gesamtim-

pression ist _ sowie 2.5 zu entnehmen und ein Schema des
Auswertungsbogens ist in _ dargestellt.
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Abbildung 2.5: LDH-5-Gesamtimpression der ,Stufe 5¢ in 25facher Ver-
groferung

2.4.4.2 LDH-5-Expression

Die Expression ist ein Parameter, der den quantitativen Anteil von vitalem,
nach LDH-5-gefarbten Tumorgewebe im Priparat widerspiegelt. Dabei

Wert | Verteilung der LDH-5-Expression im untersuchten Feld

<10%
10 - 25%
25 - 50%
50 - 75%
>75%

U W N~

Tabelle 2.3: Semiquantitative Skala fiir die LDH-5-Expression

bedeutet die ,,Stufe 1%, dass weniger als 10% und damit eher disseminierte,
und die ,,Stufe 5%, dass mehr als 75% und damit eher solide Verbinde, an
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Abbildung 2.6: Beispiel der LDH-5-Expression in 100facher Vergrofierung
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vitalem Tumorgewebe im untersuchten Feld in 100facher Vergréerung vor-
handen sind. Die Abstufungen dazwischen sind der Tabelle 2.3 zu entneh-
men. Insgesamt konnten 572 Felder mit im Schnitt 9,4 Felder/piparat ausgewer-
tet werden (‘Abbildung 2.8 ). Ein Beispiel fiir die minimale sowie maximale

Auspriagung der LDH-5-Expression ist | Abbildung 2.6 zu entnehmen.

2.4.4.3 LDH-5-Intensitit

Die Intensitét ist ein Parameter, der den Grad der Anfarbung des nach LDH-
5-gefarbten, vitalen Tumorgewebes im Praparat beschreibt. Dabei bedeutet
die ,,Stufe 1%, dass der Grad der Anfirbung sehr schwach , und die ,,Stufe
5%, dass der Grad der Anférbung des vitalen Tumorgewebes im untersuchten
Feld nach LDH-5 sehr stark ausgepriigt ist. Die Abstufungen dazwischen sind
der Tabelle 2.4 zu entnehmen.

Wert | Grad der LDH-5 Anfirbung im untersuchten Feld

sehr schwach
schwach
mittelstark
stark

sehr stark

U W N~

Tabelle 2.4: Semiquantitative Skala fiir die LDH-5-Intensitét

Insgesamt konnten 574 Felder mit im Schnitt 9,41 Felder/priparat in 100fa-
cher Vergroflerung ausgewertet werden. Diese Beurteilungswerte wurden 2-3
Mal pro Préparat in einer 400fachen Vergroflerung stichprobenartig kontrol-
liert ( Abbildung 2.8 ). Ein Beispiel fiir die Bewertung der Intensitét mit der

»Stufe 1¢ (sehr schwach) zeigt Abbildung 2.7a und mit der ,,Stufe 5% (sehr
stark) zeigt Abbildung 2.7b .

Dieser Vorgang der Auswertung, also die lichtmikroskopische Betrachtung
des Tumorgewebes in der Himatoxylin-Eosin-Farbung und der LDH-5-Fér-
bung fiir die Bestimmung der LDH-5-Gesamtimpression, der LDH-5-Expres-
sion und der LDH-5-Intensitdt, wurde von zwei Untersuchern unabhéngig
voneinander durchgefiihrt.
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schwach)

»Stufe 14 (sehr

(a)

b) ,,Stufe 5 (sehr stark)

(

Intensitdt in 100facher VergroBerung

5-

Abbildung 2.7: Beispiel der LDH-
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Auswertung pro Objekt:

Patient: (Name, Vorname, Gebdat.; Pathologie-Praparatenummer, Buchstaben)

Gesamtimpression (x 25):

Detailauswertung (x 100):

x 100 Expression

Intensitéat

Intensitat x 400

Feld 1

Feld 2

Feld 3

Feld 4

Feld 5

Feld 6

Feld 7

Feld 8

Feld 9

Feld 10

Summe:

Durchschnitt:

Stand: 26.7.2007

B. Danner/ Fr. Beushausen

Abbildung 2.8: Auswertungsbogen
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2.4.5 Cut-off-Werte der Tumor-LDH

Bei der immunhistochemischen Untersuchung wurde gepriift, ob sich ein
Unterschied in der Uberlebenszeit je nach schwacher oder starker Expri-
mierung der LDH-5 in den Tumorzellen zeigte. Dabei wurde im Kollektiv
A jeweils fiir die LDH-5-Gesamtimpression, die LDH-5-Expression und die
LDH-5-Intensitét eine eigene Trennlinie definiert. Kollektiv B, welches ein
Teilkollektiv von Kollektiv A war, iibernahm diese Trennlinie. Um diese
Trennlinien moéglichst objektiv festzusetzen, orientierte sich die Festlegung
an der Patientenzahl. Der Wert der Trennlinie wurde so gesetzt, dass ein
moglichst ausgeglichenes Verhéltnis an Patienten mit einem Wert unterhalb
und oberhalb der Trennlinie bestand. Diese Gruppenzuordnung erfolgte bei
der LDH-5-Expression und der LDH-5-Intensitéit, da hier mehrere Werte
pro Préparat erfasst wurden, anhand der Mediane der lichtmikroskopisch
bestimmten Werte der Patienten. Die Festlegung der Trennlinien wurde so-
wohl bei der Hauptuntersuchung, als auch bei der Kontrolluntersuchung
individuell vollzogen, so dass bei einer moglichen systematisch stérkeren
bzw. schwécheren Bewertung der Untersucher die Zuordnung der Patienten
zur richtigen Gruppe (starke bzw. schwache Exprimierung) nicht verfilscht
wurde.

2.5 Statistische Verfahren

Die statistische Auswertung der erhobenen Patientendaten erfolgte unter
Verwendung des Programms Statistica (Version 8.0) fiir Windows von Stat-
Soft.

Fiir die epidemiologischen Daten der Patienten sowie fiir die Verteilung der
untersuchten Variablen (Serum-LDH, Tumor-LDH) wurde der Mittelwert
und die Standardabweichung berechnet und mittels Histogramm dargestellt.
Bei der préaoperativen Serum-LDH wurde zusétzlich der Median berechnet.

Um den Verlauf der Serum-LDH zu kategorisieren, wurde der postoperati-
ve Serum-LDH-Wert vom préoperativen Wert subtrahiert. Das Resultat ist
ein Wert, der je nach Hohe und Vorzeichen die Stirke eines Anstiegs bzw.
Abfalls der Serum-LDH nach Tumorresektion beschreibt.

Um signifikante Unterschiede in der Uberlebenszeit zwischen zwei oder meh-
reren Gruppen festzustellen, wurde der Log-Rank-Test verwendet. Dabei
wurde bei einem Signifikanzniveau von 5% (p<0,05) die angenommene Null-
hypothese (Gleichheit zwischen Gruppen) verworfen, d.h., dass sich die Grup-
pen bei einem p-Wert <0,05 in der Uberlebenszeit statistisch signifikant un-
terschieden. Die Survivalfunktionen wurden fiir die jeweiligen Tests mittels
der Kaplan-Meier-Methode geschétzt.
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Zudem wurde der Zusammenhang zwischen der prioperativen Serum-LDH
und der Tumor-LDH iiberpriift. Die Berechnung erfolgte mittels des Ken-
dall’schen Rangkorrelationskoeffizienten T. Nimmt T seinen maximalen Wert
von 1 an, so haben die der Grofle nach geordneten Werte der beiden zu ver-
gleichenden Messreihen die gleiche Reihenfolge. Ist T = -1 (kleinstmdglicher
Wert), so verlaufen die geordneten Werte gegensinnig. Bei einem Wert von
0 ist kein Zusammenhang zwischen den beiden Messreihen gegeben. Dieses
Modell wurde auch benutzt, um die Messreihen der Haupt- und Kontroll-
untersuchung zu vergleichen.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Epidemiologische Daten

3.1.1 Demographische Ubersicht

n=t1
o Sallst,  + Zensiert

1.0

n4a

0a

ar

06

05

0.4

03

Kumulierte Uberlebensanteile

0z

01

an

i 1 2 3 4 5 -3 7 g |

berlebenszeit {in Jahren)

Abbildung 3.1: Uberlebenszeit des Gesamtkollektivs

In unsere Studie wurden 61 Patienten eingeschlossen. Davon waren 59 Pa-
tienten Ménner und 2 Patienten Frauen mit einem durchschnittlichen Le-
bensalter von 68,37 Jahren (SD 8,80) bei den Méannern und 58,32 Jahren
(SD 0,75) bei den Frauen. In der Nachbeobachtungsphase konnten 100% der
Patienten erfasst werden. Ungefihr die Hilfte der Patienten waren im Sta-
dium I (Ia = 10, Ib = 18), wobei sich die andere Hélfte der Patienten auf
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die Stadien II und III verteilte, mit den Schwerpunkten in Stadium ITb und
[ITa. Eine neoadjuvante Behandlung in Form einer Strahlen- oder Chemo-
therapie wurde bei 7 Patienten, eine adjuvante Behandlung bei 15 Patienten

durchgefiihrt.

Gesamtkollektiv

Kollektiv A
Kollektiv B

= 61
= 53 (B0 TaB )
n =45 ((s. Tab. 2.1)

Geschlecht

=59 (97%) Q=2 (3%)

durchschnittl. Lebensalter

o= 68,37 Jahre (SD 8,80)
Q= 58,32 Jahre (SD 0,75)

mittlere Beobachtungsdauer

Gesamtkollektiv: 2,30 Jahre (SD 2,16)
am Primédrtumor Verstorbene (n=18):
1,41 Jahre (SD 0,99)

Lebende (n=29): 3,74 Jahre (SD 2,21)

erfasste Nachsorge

100%

Stadium mit
5-Jahresiiberlebensrate

Ian = 10 (16%), 5-JUR: 80%
Ib n = 18 (30%), 5-JUR: 43%
Ian =3 (5%), 5-JUR: 33%
ITb n = 11 (18%), 5-JUR: 36%
Ilan = 13 (21%), 5-JUR: 19%
IIb n = 4 (7%), 5-JUR: 38%
Tx n =2 (3%), 5-JUR: 0%

Todesursache Tod perioperativ n = 8
Primértumor n = 18
nicht tumorbedingt n = 5
unbekannt = 1

lebend n = 29 (48%), davon:

Disease free survival: n = 28 (97%)

neoadjuvante Behandlung ‘ 7 Patienten (11%)(alle o)

adjuvante Behandlung

|

15 Patienten (25%)(Q1, 0'14)

R1-Resektion

6 Patienten (10%)(alle o)

Tabelle 3.1: Epidemiologische Daten der Patienten

Knapp ein Drittel der Patienten ist am Primértumor verstorben, fiinf Patien-
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ten starben aufgrund anderer Ursache (kardiales sowie hepatisches Versagen,
Suizid) und bei einem Patienten ist die Todesursache nicht geklért, sodass
in etwa die Hilfte der Patienten (n = 29) zum Endpunkt der Studie noch
am leben waren. Davon hat lediglich 1 Patient in der Nachbeobachtungs-
phase ein Rezidiv und Spatmetastasen entwickelt (Tabelle 3.1 ). Bei sechs
Patienten des Gesamtkollektivs wurde nur eine R1-Resektion erreicht. Diese
Patienten hatten lediglich eine mittlere Uberlebenszeit von 0,39 Jahren (SD
0,42). Die mittlere Beobachtungsdauer iiber alle Patienten betrug 2,30 Jahre
(SD 2,16) und die 5-JUR 41% (| Abbildung 3.1 ). Die Nachbeobachtung der
zum Endpunkt der Studie noch lebenden Patienten (n=29) betrug durch-
schnittlich 3,74 Jahre (SD 2,21), wobei die Patienten, die an der Folge des
Primértumors verstorben sind, durchschnittlich 1,41 Jahre (SD 0,99) iiber-
lebt haben. Im Gegensatz zu den verstorbenen Patienten, bei denen Stadium
IIb und IIIa dominierte, waren die noch lebenden Patienten zum Endpunkt
der Studie tendentiell mehr im Stadium I ([Tabelle 3.2 ).

Stadium Adjuvant

lIa | Ib | Ha | IIb | Ila | IIb | Tx | ja | nein
Lebende |8 |10[1 |4 [3 |2 |1 [8 |19
Verstorbene |2 |8 |2 |7 |10 |2 |1 |8 |24

Tabelle 3.2: Verteilung der Stadien und der adjuvanten Therapie bei
lebenden und verstorbenen Patienten

3.1.2 Stadienadaptierte Uberlebenszeiten

Insgesamt konnte bei 52 Patienten die stadienbezogene Uberlebenszeit be-
trachtet werden, da zwei Patienten aufgrund eines im Resektat nicht mehr
nachweisbaren Primértumors (Tx) auszuschliefen waren. Zudem wurde die
Darstellung der 5-Jahresiiberlebensrate fiir die Patienten in den Stadien ITA
und IIIB aufgrund der geringen Anzahl an Patienten (St. ITa: n=3, St. IIIb:
n=4) nicht durchgefiihrt. Auch auf die Einbeziehung dieser Patienten bei der
Untersuchung auf einen statistischen Unterschied in der Uberlebenszeit zwi-
schen den Stadien wurde aus gleichem Grund verzichtet. ( Abbildung 3.2 ).
Der Unterschied in der Uberlebenszeit zwischen den Stadien IA, IB, IIB und
IITa war mit einem p-Wert von 0,101 statistisch nicht signifikant. Werden
allerdings die 5-JUR betrachtet, so ist ersichtlich, dass das Stadium Ia mit
einer 5-JUR von 80% ein deutlich besseres Uberleben zeigte, als Stadium
Ib mit einer 5-JUR von 43%, Stadium IIb mit einer 5-JUR von 36% und
Stadium IITa mit einer 5-JUR von nur noch 19%.
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Stadienadaptiertes Uberleben (n=52) p=0101
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Abbildung 3.2: Stadienadaptierte Uberlebenszeit

Einem Teil der Patienten des betrachteten Kollektivs (n=4) wurde eine neo-
adjuvante Behandlung zuteil. Nach Ausschluss dieser Patienten war der Un-
terschied in der Uberlebenszeit der Patienten zwischen den Stadien mit ei-
nem p-Wert von 0,068 anndhernd signifikant. Die 5-Jahresiiberlebensrate
stieg vor allem in Stadium IA von 80% auf 89% an. Ohne die neoadjuvant
behandelten Patienten sind folglich nur noch die Patienten betrachtet wor-
den, deren Stadien auch die tatséchlichen biologischen Eigenschaften des
Tumors widerspiegelten. Das Stadium eines neoadjuvant behandelten Pati-
enten ist durch Bestimmung des intraoperativ gewonnenen Resektats in der
Regel besser, als es vor dem Downstaging war.

Zudem wurde der Einfluss einer adjuvanten Therapie auf die Uberlebenszei-
ten der Patienten in den verschiedenen Stadien in Tabelle 3.3 dargestellt.
Eine adjuvante Behandlung wurde vermehrt bei Patienten mit Stadium IIb
und ITa durchgefiihrt, so dass hier ein Vergleich zwischen der Uberlebenszeit
der Patienten mit bzw. ohne adjuvante Behandlung sinnvoll erschien. Die
Patienten mit adjuvanter Behandlung hatten im Stadium IIb eine schlech-
tere 1-JUR und im Stadium IIIa eine bessere 2-JUR als die Patienten, die
nicht adjuvant behandelt wurden. Allerdings war der Unterschied in der
Uberlebenszeit in beiden Stadien zwischen adjuvant behandelten und nicht
adjuvant behandelten Patienten im Log-Rank-Test statistisch nicht signifi-
kant.
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Adjuvante St. Ia St. Ib St.ITb St. I1la
Therapie n ‘ UR n ‘ UR n ‘ UR n ‘ UR

Ja 0 2 4 | 1-Jir | 5| 2-JUR
25% 60%

Nein 92 JUR |15 |2 JUR | 7| 1-JUR | 8 | 22JUR
89% 60% 57% 43%

Tabelle 3.3: Stadienadaptierter Vergleich der Uberlebensraten zwi-
schen Patienten mit und ohne adjuvante Therapie

3.2 Serum-LDH

3.2.1 Verteilung der Serum-LDH

Die préaoperative Serum-LDH der Patienten des Gesamtkollektivs betrug im
Mittel 197,31 U/L (SD 42,7) mit einem Median von 190 U/L (| Abbildung 3.3a ).
Somit war sowohl der Mittelwert, als auch der Median niedriger als bei der
postoperativen Serum-LDH. Immerhin konnte bei 53 Patienten der postope-
rative Serum-LDH-Wert mit einem Mittelwert von 228,19 U/L (SD 79,65)
und einem Median von 215 U/L ermittelt werden (| Abbildung 3.3b ).

Haufigkeiten
Haufigkeiten

Serum-LDH (U/1)

(b) postop. Serum-LDH (n=53)

Serum-LDH (U7l

(a) préop. Serum-LDH (n=61)

Abbildung 3.3: Verteilung der Serum-LDH

Das Kollektiv A hatte eine durchschnittliche praoperative Serum-LDH von
194,32 U/L (SD 41,47) und eine postoperative Serum-LDH (n=49) von 211,91
U/L (SD 66,09). Das Kollektiv B hatte eine durchschnittliche préoperative
Serum-LDH von 192,36 U/L (SD 40,71) und eine postoperative Serum-LDH
(n=40) von 214,78 U/L (SD 70,13) (| Tabelle 3.4 ).
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Serum-LDH | prioperativ (U/L) | postoperativ (U/L)

in Koll. MW! | Min.?| Max.?] MW' | Min.?| Max.?
Gesamt 197,31 | 133 | 364 | 228,19 | 120 | 533
Koll. A 194,32 | 136 | 364 | 211,91 | 120 | 533
Koll. B 192,36 | 136 | 364 | 214,78 | 120 | 533

L Mittelwert
2 minimaler Wert
3 maximaler Wert

Tabelle 3.4: Vergleich der pra- und postoperativen Serum-LDH-
Mittelwerte zwischen den drei Kollektiven

3.2.2 Préaoperative Serum-LDH
3.2.2.1 Kollektiv A

praoperative Serum-LDH (n=53)
o Vollst.  + Zensiert

p=0,032
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0.7 : e
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0.3
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01 (LDH >240)

0.0

Uberlebenszeit (in Jahren)

Abbildung 3.4: Korrelation zw. der priaoperativen Serum-LDH und der Uber-
lebenszeit

Die Patienten in Kollektiv A wurden in zwei Gruppen eingeteilt: Gruppe
1 mit einer Serum-LDH <240 U/L (n=47) und Gruppe 2 mit einer Serum-
LDH >240 U/L (n=6). Gruppe 1 zeigte eine 5-JUR von 51%, wobei Gruppe 2
lediglich eine 5-JUR von 17% aufwies. Dieser Unterschied in der Uberlebens-
zeit war mit einem p-Wert von 0,032 statistisch signifikant ( Abbildung 3.4 ).
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In einer zweiten Untersuchung wurden die neoadjuvant behandelten Pati-
enten aus dem Kollektiv A ausgeschlossen. Nach Ausschluss waren noch 47
Patienten im Kollektiv A und der Unterschied in der Uberlebenszeit der
Patienten zwischen Gruppe 1 (n=43) und Gruppe 2 (n=4) war mit einem p-
Wert von 0,011 hoch signifikant. Die 1-JUR betrug in Gruppe 1 81% und die
5-JUR 49%, wobei in Gruppe 2 alle Patienten nach einem Jahr verstorben
sind ([Tabelle 3.5 ).

3.2.2.2 Kollektiv B

Im Kollektiv B bestand Gruppe 1 aus 42 Patienten und Gruppe 2 aus
drei Patienten. Der Unterschied in der Uberlebenswahrscheinlichkeit war mit
einem p-Wert von 0,209 statistisch nicht signifikant. Die 5-JUR betrug in
Gruppe 1 57% und in Gruppe 2 34%.

Unter Ausschluss der neoadjuvant behandelten Patienten umfasste das Kol-
lektiv B noch 40 Patienten: 38 Patienten aus Gruppe 1 und zwei Patienten
aus Gruppe 2. Der Unterschied in der Uberlebenswahrscheinlichkeit war
zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2 mit einem p-Wert von 0,031 statistisch
signifikant. Die 5-JUR von Gruppe 1 betrug 56%, wobei in Gruppe 2 nach
1 Jahr beide Patienten verstorben sind (| Tabelle 3.5 ).

Kollektive <240 U/L | >240 U/L | p-Wert
n | 5-JUR | n|5-JUR

Kollektiv A |47 |51% |6 ]17% | 0,032

Kollektiv A 1-JUR

(ohne neoadjuvante Pat.) | 43 | 59% 4 1 0% 0,011

Kollektiv B |42 [57% [ 3 ]34% | 0,210

Kollektiv B 1-JUR

(ohne neoadjuvante Pat.) | 38 | 56% 21 0% 0,031

Tabelle 3.5: Korrelation zw. der prioperativen Serum-LDH und der
Uberlebenszeit in Kollektiv A und B

3.2.3 Verlauf der Serum-LDH

3.2.3.1 Kollektiv A

Das Kollektiv A umfasste ausnahmsweise 47 Patienten, da 6 Patienten auf-
grund einer unbekannten postoperativen Serum-LDH zusatzlich auszuschlie-
en waren. Gruppe 1, mit einem Anstieg der Serum-LDH nach Tumorre-
sektion, bestand aus 27 Patienten. Der Mittelwert des Anstiegs betrug 54,74
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U/L (SD 72,84). Gruppe 2, mit einem Abfall der Serum-LDH bestand aus
20 Patienten mit einem Mittelwert von 32,7 U/L (SD 33,38). Im Log-Rank-
Test ergab sich zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2 mit einem p-Wert von
0,857 kein statistisch signifikanten Unterschied in der Uberlebenszeit . Die
5-JUR von Gruppe 1 betrug 54% und von Gruppe 2 52% ( Abbildung 3.5 ).

Verlauf der Serum-LDH versus Uberlebenszeit (n=47)
< Vollst. + Zensiert

p=0.3857 |
0.9

081

07t é_ﬁ S
Gruppe 1 i
0.6t (Iﬂlo """" ' (LDH Anstieg)

Kumulierte Uberlebensanteile

05 Gl B +Gruppe 5
04l {LDH Abfall)
03¢t
0.2t
0.1+
0.0t
0 1 > 3 4 5 s 1 & 9

Uberlebenszeit (in Jahren)

Abbildung 3.5: Korrelation zw. dem Verlauf der Serum-LDH und der Uber-
lebenszeit

Kollektive Anstieg Abfall p-Wert
n |5-JUR [n |5-JUR
Kollektiv A | 27 | 54% | 20| 52% | 0,857

Kollektiv A
(ohne neoadjuvante Pat.) | 25 | 50% 17 | 50% 0,670

Kollektiv B | 23| 65% | 17]62% | 0,911

Kollektiv B
(ohne neoadjuvante Pat.) | 21 | 60% 14 | 61% 0,659

Tabelle 3.6: Korrelation zw. dem Verlauf der Serum-LDH und der
Uberlebenszeit in Kollektiv A und B
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Unter Ausschluss der neoadjuvant behandelten Patienten verblieben 42 Pa-
tienten im Kollektiv A mit 25 Patienten in Gruppe 1 und 17 Patienten in
Gruppe 2. Der Log-Rank-Test zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2 ergab mit
einem p-Wert von 0,670 keinen statistisch signifikanten Unterschied. Die 5-
JUR betrug sowohl fiir Gruppe 1 als auch fiir Gruppe 2 50% (Tabelle 3.6 ).

3.2.3.2 Kollektiv B

Die Untersuchungen in Kollektiv B zeigten dhnliche Ergebnisse wie in Kol-
lektiv A (Tabelle 3.6 ).

3.3 Tumor-LDH

3.3.1 LDH-5-Gesamtimpression
3.3.1.1 Verteilung der LDH-5-Gesamtimpression

Die Verteilung der semiquantitativen Bewertung der LDH-5-Gesamtimpression
im Tumor ist der Abbildung 3.6 sowie der Tabelle 3.7 zu entnehmen. Der
Mittelwert fiir die LDH-5-Gesamtimpression betrug 3,02 (SD 0,94).

LDH-5-Gesamtimpression
Gesamt ‘ Stufe 1 ‘ Stufe 2 ‘ Stufe 3 ‘ Stufe 4 ‘ Stufe 5

61 3 14 26 15 3

Haufigkeit
der Felder

Tabelle 3.7: Stufenadaptierte Haufigkeit der ausgewerteten Felder der
LDH-5-Gesamtimpression

Gruppe 1 umfasste Patienten mit der Stufe ,,1-3“ der LDH-5-Gesamtim-
pression, und Gruppe 2 Patienten mit der Stufe ,4-5%. Auffillig bei der
stadienadaptierten Verteilung der beiden Gruppen war, dass das Verhélt-
nis zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2 im Kollektiv A im Stadium IT 11:1
betrug( Tabelle 3.8 ), und im Kollektiv B kein Patient aus Gruppe 2 im
Stadium II war.
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Abbildung 3.6: Stufenadaptierte Verteilung der LDH-5-Gesamtimpression

LDH-5- Gesamt Stadium

Gesamtimpression Ia ‘ Ib ‘ IIa ‘ IIb ‘ IIIa ‘ IIIb ‘ Tx
Stufe ,,1-3% | 36 (7 |8 ]2 |9 |5 [3 |2
Stufe ,,4-5% | 17 2|8 ]o0 |1 |5 |1 |o

Tabelle 3.8: Stadienadaptierte Verteilung der LDH-5-Gesamtimpression
im Kollektiv A

3.3.1.2 Kollektiv A

LDH5-Gesamtimpression vs. Uberleben {Kollektiv A} p = 0,851
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Abbildung 3.7: Korrelation zw. LDH-5-Gesamtimpression und Uberlebens-

zeit im Kollektiv A
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Zwischen Gruppe 1 mit 36 Patienten und Gruppe 2 mit 17 Patienten be-
stand kein statistisch signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit mit
einem p-Wert von 0,951 ( Abbildung 3.7 ). Auch die 5-JUR von Gruppe 1
mit 50% und Gruppe 2 mit 42% unterschieden sich nur unwesentlich.

Unter Ausschluss der neoadjuvant behandelten Patienten verblieben 31 Pa-
tienten in Gruppe 1 und 16 Patienten in Gruppe 2. Der p-Wert im Log-
Rank-Test ergab 0,604 und die 5-Jahresiiberlebensrate sowohl fiir Gruppe
1, als auch fiir Gruppe 2 betrug 45% ( Tabelle 3.9 ).

3.3.1.3 Kollektiv B

Im Kollektiv B bestand Gruppe 1 aus 30 Patienten und Gruppe 2 aus 15
Patienten. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
Gruppe 1 und Gruppe 2 mit einem p-Wert von 0,651. Die 5-JUR von Gruppe
1 betrug 60% und von Gruppe 2 47% ( Abbildung 3.8 ).

LOHA-Gesamtimpression vs. liberleben {Kollektiv B} p = 0,651
o Wallst, + Fensiert
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Abbildung 3.8: Korrelation zw. LDH-5-Gesamtimpression und Uberlebens-
zeit im Kollektiv B

Unter Ausschluss der neoadjuvant behandelten Patienten verblieben 26 Pa-
tienten in Gruppe 1 und 14 Patienten in Gruppe 2. Der p-Wert im Log-
Rank-Test ergab 0,807 und die 5-Jahresiiberlebensrate betrug fiir Gruppe 1
54% und fiir Gruppe 2 51% ( Tabelle 3.9 ).
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Kollektive Stufe ,,1-3% | Stufe ,,4-5“ | p-Wert
n |5JUR |n |5-JUR

Kollektiv A 136 | 50% | 17| 42% | 0,951
Kollektiv A

(ohne neoadjuvante Pat.) | 31 | 45% 16 | 45% 0,604
Kollektiv B 130 | 60% | 15| 47% | 0,651
Kollektiv B

(ohne neoadjuvante Pat.) | 26 | 54% 14 | 51% 0,659

Tabelle 3.9: Korrelation zw. der LDH-5-Gesamtimpression und der Uber-
lebenszeit in Kollektiv A und B der Hauptuntersuchung

3.3.1.4 Vergleich zur Kontrolle

Der Mittelwert der Beobachtungswerte der LDH-5-Gesamtimpression der
Kontrolle betrug 3,23 (SD 0,92) und war damit ein wenig hoher als der der
Hauptuntersuchung mit 3,02 (SD 0,94). Der Unterschied der Beobachtungs-
werte zur Kontrolle war mit einem p-Wert von 0,006 statistisch signifikant,
wobei die lineare Korrelation mit der Kontrolle mit einem T von 0,68 nach
Kendall deutlich war (|Abbildung 3.9 ).

Gesamtimpression

5 3

4 o o
2
33 °
€
o
)

1

0

0 1 2 3 4 5
Hauptuntersucher

Abbildung 3.9: Korrelation der LDH-5-Gesamtimpression zur Kontrolle

Zudem wurde die Korrelation der LDH-5-Gesamtimpression im Tumor zwi-
schen der Haupt- und Kontrolluntersuchung fiir die einzelnen Kollektive
getrennt betrachtet. Fiir das Gesamtkollektiv wurde zusétzlich die stadiena-
daptierte Korrelation zur Kontrolle dargestellt. Dabei war die Korrelation
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zur Kontrolle in den Kollektiven A und B in etwa gleich dem Gesamtkol-
lektiv. Allerdings war die Korrelation zur Kontrolle im Stadium Ia und IIb
hoher und in Stadium Ib und I1la geringer im Vergleich zum Gesamtkollektiv
( Tabelle 3.10 ).

Gesamtkollektiv Kollektiv | Kollektiv
Stadium A B
Alle \ Ia \ b \ Ih \ ITTa
Kendall’s T | 0,68 | 0,72 | 0,50 | 0,80 | 0,66 | 0,70 0,67

Tabelle 3.10: Korrelation der LDH-5-Gesamtimpression zur Kontrolle

Des Weiteren wurden die gruppenadaptierten Uberlebenszeiten in den ver-
schiedenen Kollektiven der Kontrolle dargestellt. Wie bei der Voruntersu-
chung zeigte die Kontrolle keine signifikanten Unteschiede in der Uberle-
benszeit der Patienten zwischen den beiden Gruppen in keinem Kollektiv.
Die 5-Jahresiiberlebensraten war in allen Kollektiven in Gruppe 1 besser als
in Gruppe 2. Vor allem in Kollektiv B war die 5-JUR in Gruppe 1 iiber 20%
hoher als in Gruppe 2 ( Tabelle 3.11 ).

Kollektive Stufe ,,1-3% | Stufe ,,4-5“ | p-Wert
n |5JUR |[n |5-JUR

Kollektiv A |28 | 54% [ 25]39% | 0,637
Kollektiv A

(ohne neoadjuvante Pat.) | 25 | 52% 22 | 36% 0,707
Kollektiv B |23 ]66%  [22]|45% | 0,385
Kollektiv B

(ohne neoadjuvante Pat.) | 21 | 62% 19 | 44% 0,564

Tabelle 3.11: Korrelation zw. der LDH-5-Gesamtimpression und der Uber-
lebenszeit in Kollektiv A und B der Kontrolluntersuchung

Die durchschnittliche Uberlebenszeit in Gruppe 1 sowie in Gruppe 2 war
zwischen der Haupt- und der Kontrolluntersuchung in keinem Kollektiv si-
gnifikant unterschiedlich ( Tabelle 3.12 ).
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Gruppe Kollektiv A Kollektiv B

Log-Rank-Test Log-Rank-Test
Gruppe 1 | 0,711 | 0,781
Gruppe 2 | 0,678 | 0,900

Tabelle 3.12: Korrelation der Uberlebenszeit in Gruppe 1
und 2 zw. der Haupt- und Kontrolluntersuchung (Gesam-

timpression)

3.3.2 LDH-5-Expression
3.3.2.1 Verteilung der LDH-5-Expression
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Abbildung 3.10: Stufenadaptierte Verteilung der LDH-5-Expression

Expression der LDH-5
Gesamt |1 |15]2 [25[3 [35]4 [45]5

Haufigkeit 572 25 78 212 205 52
der Felder

Héufigkeit 61 1 9 1 21 3 22 | 2 2
der Mediane

Tabelle 3.13: Stufenadaptierte Haufigkeit der ausgewerteten Felder sowie der
berechneten Mediane der LDH-5-Expression

Die Verteilung der semiquantitativen Bewertung der LDH-5-Expression im
Tumor ist ' Abbildung 3.10 sowie der Tabelle 3.13 zu entnehmen. Der Mit-
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telwert betrug 3,32 (SD 0,97).

Gruppe 1 umfasste Patienten mit einem Median der ausgewerteten Felder
der LDH-5-Expression von ,,1-3“ und Gruppe 2 Patienten mit einem Me-
dian von ,,3,5-5“. Auffillig bei der stadienadaptierten Verteilung der beiden
Gruppen war, dass das Verhéltnis zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2 im Kol-
lektiv A im Stadium II 5:1 betrug (| Tabelle 3.14 ), und im Kollektiv B sogar
8:1.

LDH-5- Gesamt Stadium

Expression la | Ib | ITa | IIb | IITa | IIIb | Tx
Stufe ,,1-3“ | 27 (506 |1 |9 [2 |3 |1
Stufe ,,3,5-5¢ | 26 4 101 |1 |8 |1 |1

Tabelle 3.14: Stadienadaptierte Verteilung der LDH-5-Expression
im Kollektiv A

3.3.2.2 Kollektiv A

LDH-5-Expression vs. Uberleben (Kollektiv A) p =0,608
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Abbildung 3.11: Korrelation zw. LDH-5-Expression und Uberlebenszeit im
Kollektiv A
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Zwischen Gruppe 1 mit 27 Patienten und Gruppe 2 mit 26 Patienten be-
stand kein statistisch signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit mit
einem p-Wert von 0,608 ((Abbildung 3.11 ). Die 5-JUR von Gruppe 1 mit
57% und Gruppe 2 mit 38% unterschieden sich dafiir nicht unerheblich.

Unter Ausschluss der neoadjuvant behandelten Patienten verblieben 23 Pa-
tienten in Gruppe 1 und 24 Patienten in Gruppe 2. Der p-Wert im Log-Rank-
Test ergab 0,917. Die 5-Jahresiiberlebensrate betrug fiir Gruppe 1 53% und
fiir Gruppe 2 38% ( Tabelle 3.15 ).

3.3.2.3 Kollektiv B

Im Kollektiv B bestand Gruppe 1 aus 24 Patienten und Gruppe 2 aus 21
Patienten. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
Gruppe 1 und Gruppe 2 mit einem p-Wert von 0,786. Die 5-JUR von Gruppe
1 betrug 65% und von Gruppe 2 47% ( Abbildung 3.12 ).

LDH-5-Expression vs. iberleben {Kollektiv B} p= 0,786
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Abbildung 3.12: Korrelation zw. LDH-5-Expression und Uberlebenszeit im
Kollektiv B

Unter Ausschluss der neoadjuvant behandelten Patienten verblieben 21 Pa-
tienten in Gruppe 1 und 19 Patienten in Gruppe 2. Der p-Wert im Log-
Rank-Test ergab 0,733 und die 5-Jahresiiberlebensrate betrug fiir Gruppe 1
58% und fiir Gruppe 2 49% ( Tabelle 3.15 ).
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Kollektive Stufe ,,1-3% | Stufe ,,3,5-5“ | p-Wert
n |5JUR |n |5-JUR

Kollektiv A 127 [57% | 26 | 38% | 0,608
Kollektiv A

(ohne neoadjuvante Pat.) | 23 | 53% 24 | 38% 0,917
Kollektiv B |24 [66% |21 47% | 0,786
Kollektiv B

(ohne neoadjuvante Pat.) | 21 | 58% 19 | 49% 0,733

Tabelle 3.15: Korrelation zw. der LDH-5-Expression und der Uberlebenszeit
in Kollektiv A und B der Hauptuntersuchung

3.3.2.4 Vergleich zur Kontrolle

Der Mittelwert der Beobachtungswerte der LDH-5-Expression der Kontrol-
le betrug 3,44 (SD 1,13) und war damit fast entsprechend dem Mittelwert
der Hauptuntersuchung mit 3,32 (SD 0,97). Der Unterschied der Beobach-
tungswerte zur Kontrolle war mit einem p-Wert von 0,100 statistisch nicht
signifikant. Eine lineare Korrelation mit der Kontrolle war mit einem T von
0,43 nach Kendall erkennbar (|Abbildung 3.13 ).

Expression

Kontrolle

o o o o l\o o 0o

2

3 4

Hauptuntersucher

Abbildung 3.13: Korrelation der LDH-5-Expression zur Kontrolle

Zudem wurde die Korrelation der Bewertung der LDH-5-Expression im Tu-
mor zwischen der Haupt- und Kontrolluntersuchung fiir die einzelnen Kol-
lektive getrennt betrachtet. Fiir das Gesamtkollektiv wurde zusétzlich die
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stadienadaptierte Korrelation zur Kontrolle dargestellt. Dabei war die Kor-
relation zur Kontrolle in den Kollektiven A und B in etwa gleich dem Ge-
samtkollektiv. Im Vergleich zum Gesamtkollektiv war die Korrelation zur
Kontrolle im Stadium Ia niedriger und in Stadium IB, IIb und ITIa hoher
( Tabelle 3.16 ).

Gesamtkollektiv Kollektiv | Kollektiv
Stadium A B
Alle \ Ia \ b \ Ih \ ITTa
Kendall’s T | 0,43 | 0,24 | 0,47 | 0,59 | 0,50 | 0,43 0,44

Tabelle 3.16: Korrelation der LDH-5-Expression zur Kontrolle

Des Weiteren wurden die gruppenadaptierten Uberlebenszeiten in den ver-
schiedenen Kollektiven der Kontrolle dargestellt. Wie bei der Voruntersu-
chung zeigte die Kontrolle keine signifikanten Unteschiede in der Uberlebens-
zeit der Patienten zwischen den beiden Gruppen in keinem Kollektiv. Die
5-Jahresiiberlebensraten waren entgegen der Hauptuntersuchung in Gruppe
1 in allen Kollektiven schlechter. In Kollektiv B war die 5-JUR von Gruppe
1 sogar um 14% niedriger als in Gruppe 2 ((Tabelle 3.17 ).

Kollektive Stufe ,,1-3,5¢ | Stufe ,,4-5“ | p-Wert
n | 5-JUR n | 5-JUR

Kollektiv A | 25 | 40% | 28| 53% | 0,504
Kollektiv A

(ohne neoadjuvante Pat.) | 24 | 42% 23 | 47% 0,819
Kollektiv B | 21 | 48% |24 62% | 0,510
Kollektiv B

(ohne neoadjuvante Pat.) | 21 | 48% 19 | 57% 0,630

Tabelle 3.17: Korrelation zw. der LDH-5-Expression und der Uberlebenszeit
in Kollektiv A und B der Kontrolluntersuchung

Die durchschnittliche Uberlebenszeit in Gruppe 1 sowie in Gruppe 2 war
zwischen der Haupt- und der Kontrolluntersuchung in keinem Kollektiv si-
gnifikant unterschiedlich ((Tabelle 3.18 ).
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Gruppe Kollektiv A Kollektiv B

Log-Rank-Test Log-Rank-Test
Gruppe 1 | 0,596 | 0,698
Gruppe 2 | 0,527 | 0,601

Tabelle 3.18: Korrelation der Uberlebenszeit in Gruppe 1
und 2 zw. der Haupt- und Kontrolluntersuchung (Expressi-
on)

3.3.3 LDH-5-Intensitat
3.3.3.1 Verteilung der LDH-5-Intensitét
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Abbildung 3.14: Stufenadaptierte Verteilung der LDH-5-Intensitét

Intensitét der LDH-5
Gesamt | 1 [15|2 [25[3 [35]4 |45]5

Haufigkeit 574 78 216 246 30 4
der Felder

der Mediane

Hiufigkeit 61 6 |1 |20 |5 |29

Tabelle 3.19: Stufenadaptierte Haufigkeit der ausgewerteten Felder sowie
der berechneten Mediane der LDH-5-Intensitét

Die Verteilung der semiquantitativen Bewertung der LDH-5-Intensitat im
Tumor ist 'Abbildung 3.14 und |Tabelle 3.19 zu entnehmen. Der Mittel-
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wert betrug 2,41 (SD 0,81).

Gruppe 1 umfasste Patienten mit einem Median der ausgewerteten Fel-
der der LDH-5-Intensitiat von ,,1-2,5“ und Gruppe 2 Patienten mit einem
Median von ,,3-5%. Bei der stadienadaptierten Verteilung der beiden Grup-
pen war kein auffilliger Unterschied zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2 zu
erkennen (| Tabelle 3.20 ).

LDH-5- Gesamt Stadium

Intensitét Ia | Ib | Ila | IIb | IMTa | IIIb | Tx
Stufe ,,1-2,5¢ | 27 |5 8 1 |6 |4 J2 |1
Stufe ,,3-5 | 26 4|8 |1 |4 |6 |2 |1

Tabelle 3.20: Stadienadaptierte Verteilung der LDH-5-Intensitét im
Kollektiv A

3.3.3.2 Kollektiv A

LDH-5-Intensitit vs. Uberleben {Kollektiv A) p=0,782
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Abbildung 3.15: Korrelation zw. LDH-5-Intensitit und Uberlebenszeit im
Kollektiv A

Zwischen Gruppe 1 mit 27 Patienten und Gruppe 2 mit 26 Patienten bestand
kein statistisch signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit mit einem p-
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Wert von 0,782 ('Abbildung 3.15 ). Die 5-JUR von Gruppe 1 betrug 53%
und Gruppe 2 44%.

Unter Ausschluss der neoadjuvant behandelten Patienten verblieben 24 Pa-
tienten in Gruppe 1 und 23 Patienten in Gruppe 2. Der p-Wert im Log-
Rank-Test ergab 0,879. Die 5-JUR unterschieden sich mit 51% fiir Gruppe
1 und 42% fiir Gruppe 2 nicht wesentlich ((Tabelle 3.21 ).

3.3.3.3 Kollektiv B

Im Kollektiv B bestand Gruppe 1 aus 22 Patienten und Gruppe 2 aus
23 Patienten. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwi-
schen Gruppe 1 und Gruppe 2 mit einem p-Wert von 0,419. Die 5-JUR von
Gruppe 1 mit 66% und Gruppe 2 mit 49% unterschieden sich jedoch nicht
unwesentlich. ((Abbildung 3.16 ).

LDH-5-Intensitit vs. Uberleben {Kollektiv B) p=0418
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Abbildung 3.16: Korrelation zw. LDH-5-Intensitét und Uberlebenszeit im
Kollektiv B

Unter Ausschluss der neoadjuvant behandelten Patienten verblieben sowohl
20 Patienten in Gruppe 1 als auch 20 Patienten in Gruppe 2. Der p-Wert
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im Log-Rank-Test ergab 0,622 und die 5-Jahresiiberlebensrate betrug fiir
Gruppe 1 63% und fiir Gruppe 2 47% ( Tabelle 3.21 ).

Kollektive Stufe ,,1-2,5¢ | Stufe ,,3-5“ | p-Wert
n | 5-JUR n | 5-JUR

Kollektiv A | 27 | 53% |26 | 44% | 0,782
Kollektiv A

(ohne neoadjuvante Pat.) | 24 | 51% 23 | 42% 0,879
Kollektiv B | 22 | 66% |23 49% | 0,419
Kollektiv B

(ohne neoadjuvante Pat.) | 20 | 63% 20 | 47% 0,622

Tabelle 3.21: Korrelation zw. der LDH-5-Intensitéit und der Uberlebenszeit
in Kollektiv A und B der Hauptuntersuchung

3.3.3.4 Vergleich zur Kontrolle
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Abbildung 3.17: Korrelation der LDH-5-Intensitét zur Kontrolle

Der Mittelwert der LDH-5-Intensitét der Kontrolle betrug 3,31 (SD 1,14);
war also deutlich hoher als der Mittelwert des Hauptuntersuchers mit 2,41
(SD 0,81). Der Unterschied der Beobachtungswerte zur Kontrolle war mit
einem p-Wert von <0,001 statistisch signifikant, wobei eine lineare Korrela-
tion zwischen der Haupt- und Kontrolluntersuchung mit einem T von 0,49
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nach Kendall vorhanden war ( Abbildung 3.17 ).

Zudem wurde die Korrelation der Bewertung der LDH-5-Intensitét im Tu-
mor zwischen der Haupt- und Kontrolluntersuchung fiir die einzelnen Kol-
lektive getrennt betrachtet. Fiir das Gesamtkollektiv wurde zusétzlich die
stadienadaptierte Korrelation zur Kontrolle betrachtet. Dabei war die Kor-
relation zur Kontrolle im Kollektiv A dem Gesamtkollektiv in etwa gleich,
in Kolektiv B ein wenig schwécher. Im Vergleich zum Gesamtkollektiv war
die Korrelation zur Kontrolle in den Stadien Ia, Ib, IIb und IITa anndhernd
gleich ([ Tabelle 3.22 ).

Gesamtkollektiv Kollektiv | Kollektiv
Stadium A B
Alle \ Ia \ Ib \ IIb \ I11a

Kendall’s T | 0,49 | 0,48 | 0,44 | 0,55 | 0,45 | 0,49 0,38

Tabelle 3.22: Korrelation der LDH-5-Intensitat zur Kontrolle

Bei den gruppenadaptierten Uberlebenszeiten in den verschiedenen Kollek-
tiven der Kontrolle zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Uber-
lebenszeit der Patienten zwischen den beiden Gruppen in keinem Kollektiv.

Kollektive Stufe ,,1-3*“ | Stufe ,,3,5-5“ | p-Wert
n |5JUR |n |5JUR

Kollektiv A |27 53% | 26| 40% | 0,820
Kollektiv A

(ohne neoadjuvante Pat.) | 23 | 49% 24 | 37% 0,961
Kollektiv B 122 66% | 23| 46% | 0,501
Kollektiv B

(ohne neoadjuvante Pat.) | 19 | 60% 21 | 44% 0,807

Tabelle 3.23: Korrelation zw. der LDH-5-Intensitéit und der Uberlebenszeit
in Kollektiv A und B der Kontrolluntersuchung

Die 5-Jahresiiberlebensraten waren entgegen der Hauptuntersuchung in Grup-
pe 1 in allen Kollektiven schlechter. In Kollektiv B war die 5-JUR sogar um
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14% niedriger als in Gruppe 2 ( Tabelle 3.23 ).

Die durchschnittliche Uberlebenszeit in Gruppe 1 sowie in Gruppe 2 war
zwischen der Haupt- und der Kontrolluntersuchung in keinem Kollektiv si-
gnifikant unterschiedlich ((Tabelle 3.24 ).

Gruppe Kollektiv A Kollektiv B
Log-Rank-Test Log-Rank-Test

Gruppe 1 | 0,908 | 0,839

Gruppe 2 | 0,954 | 0,971

Tabelle 3.24: Korrelation der Uberlebenszeit in Gruppe 1
und 2 zw. der Haupt- und Kontrolluntersuchung (Intensitét)

3.4 Tumor- vs. Serum-LDH

3.4.1 Uberblick

Die Korrelation zwischen den immunhistochemischen Beobachtungswerten
der LDH-5 im Tumor und den prédoperativen Serum-LDH-Werten wurde
fiir das Gesamtkollektiv mittels des Kendall’schen Rangkorrelationskoeffi-
zienten T bestimmt und ist der Tabelle 3.25 und der 'Abbildung 3.18 zu
entnehmen.

Tumor-LDH
Gesamtimpression ‘ Expression ‘ Intensitét

Serum-LDH \ T =-0,04 \ T=0,11 \ T =-0,10

Tabelle 3.25: Korrelation zw. praoperativer Serum-LDH und Tumor-
LDH

Eine Korrelation zwischen der Gesamtimpression, Expression und Intensitit
der LDH-5 im Tumor gegeniiber der préoperativen Serum-LDH war fiir das
Gesamtkollektiv kaum erkennbar, da T im hochsten Fall 0,11 annahm.

Bei Auftrennung des Gesamtkollektivs in die Tumorstadien zeigte sich bei
der Korrelation zwischen der Gesamtimpression, der Expression und der
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Intensitdt der LDH-5 im Tumor gegeniiber der priaoperativen Serum-LDH
teilweise eine Zunahme von T ( Tabelle 3.26 ).

Serum-LDH | n Tumor-LDH

in Gesamtimpression ‘ Expression | Intensitét
Stadium Ia 10| T=0,24 T=0,43 T =-0,03
Stadium Ib 18 | T = 0,06 T=-0,11 T =0,04
Stadium ITb | 11 | T =-0,17 T=0,04 T=-0,17
Stadium IIIa | 13 | T = -0,66 T =-0,01 T =-0,47

Tabelle 3.26: Stadienadaptierte Korrelation zw. préaoperativer Serum-LDH
und Tumor-LDH

3.4.2 LDH-5-Gesamtimpression vs. Serum-LDH
3.4.2.1 Stadienbezogene Korrelation

Auffillig war, dass T bei der Gesamtimpression in Stadium Ia (T: 0,24) und
Stadium Ib (T: 0,06) positiv war (Abbildung 3.19a ), aber in Stadium IIb (T:

-0,17) und Stadium IIIa (T: -0,66) negativ korrelierte ( Abbildung 3.19b ).

400 400

o 360 T 360

9 8

Z 320 £ 320

5 £

& 280 & 280

3 ]

= =

& 240 £ 240 §

S 8 _— | H H

@ o [ H

Q % = o

8 200 e g 200

] e g s . i H o

Sqe0f = 160 . : : R i
8 o
3 8 2

120 120

0 1 2 3 4 5 Q 1 2 3 4 5
LDH-5-Gesamtexpression LDH-5-Gesamtexpression
(a) Stadium Ia und Ib (b) Stadium IIb und IIla

Abbildung 3.19: Korrelation zw. praoperativer Serum-LDH und LDH-5-Ge-
samtimpression
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3.4.2.2 Vergleich zur Kontrolle

Bei der Betrachtung der Korrelation zwischen den préoperativen Serum-
LDH-Werten und der LDH-5-Gesamtimpression in der Haupt- und Kon-
trolluntersuchung fiel auf, dass die Korrelation in Stadium Ia und Ib in
beiden Untersuchungen postitiv war, aber in Stadium IIb und IIla negativ.
Im Stadium IITa war die Korrelation am hochsten ( Tabelle 3.27 ).

(Gesamt- Stadium
kollektiv | Ia \ Ib \ ITb \ I1Ia
Anzahl \ n=61 \ n=10 \ n=18 \ n=11 \ n=13
Hauptunt. ‘T -0,03 | T=0,24 \ T =0,06 \ T:—017‘T:-066
Kontrolle | T=0,02 |[T=021|T=025|T=-029|T=-047

Tabelle 3.27: Stadienadaptierte Korrelation zwischen der priaoperativen
Serum-LDH und der LDH-5-Gesamtimpression fiir die Haupt- und Kon-
trolluntersuchung

3.4.3 LDH-5-Expression vs. Serum-LDH
3.4.3.1 Stadienbezogene Korrelation
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Abbildung 3.20: Korrelation zw. prioperativer Serum-LDH und LDH-5-Ex-
pression

Bei der Korrelation zwischen der praoperativen Serum-LDH und der Ex-
pression der LDH-5 im Tumor nahm T nur im Stadium Ia mit T=0,43 einen
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positiv hoheren Wert an ( Abbildung 3.20a ), wobei Stadium Ib mit T=-
0,11 dezent negativ war, bzw. im Stadium IIb und IIla nicht korrelierte
( Abbildung 3.20b ).

3.4.3.2 Vergleich zur Kontrolle

Fine Korrelation zwischen den préaoperativen Serum-LDH-Werten und der
LDH-5-Expression war in der Hauptuntersuchung nur im Stadium la er-
kennbar, bei der Kontrolle tendentiell in Stadium Ia und IITa. Dabei war die
Korrelation im Stadium Ia bei der Hauptuntersuchung positiv und bei der
Kontrolle negativ. ( Tabelle 3.28 ).

Gesamt- Stadium
kollektiv | Ia \ Ib \ IIb \ II1a
Anzahl \ n=61 \ n=10 \ n=18 \ n=11 \ n=13
Hauptunt‘T ‘T—043‘T——Oll‘TZOOKL‘T:—OOl
Kontrolle | T=-0,02 | T=-021 | T=-0,02|7T=004|T=-026

Tabelle 3.28: Stadienadaptierte Korrelation zwischen der prédoperativen
Serum-LDH und der LDH-5-Expression fiir die Haupt- und Kontrollun-
tersuchung

3.4.4 LDH-5-Intensitédt vs. Serum-LDH
3.4.4.1 Stadienbezogene Korrelation
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Abbildung 3.21: Korrelation zw. praop. Serum-LDH und LDH-5-Intensitét
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Die LDH-5-Intensitéit korrelierte im Stadium Ia (T=-0,03) und Stadium Ib
(T=0,04) zwar nicht mit der Serum-LDH ( Abbildung 3.21a ), wobei die Kor-
relation im Stadium IIb mit einem T von -0,17 und Stadium IITa mit einem
T von -0,47 deutlich negativ war ( Abbildung 3.21b ).

3.4.4.2 Vergleich zur Kontrolle

Bei der Betrachtung der Korrelation zwischen den prioperativen Serum-
LDH-Werten und der LDH-5-Intensitét fiir die Haupt- und Kontrollunter-
suchung fiel auf, dass eine Korrelation in der Hauptuntersuchung in Stadium
IIb fraglich und nur im Stadium IITa vorhanden war. Bei der Kontrolle war
eine fragliche Korrelation in Stadium Ia, und eine sichere Korrelation in
Stadium IIb und IITa vorhanden. Dabei war die Korrelation in Stadium IIb
und IIla in beiden Untersuchungen negativ ( Tabelle 3.29 ).

Gesamt- Stadium
kollektiv | Ia \ Ib \ ITb \ II1a
Anzahl \ n=61 \ n=10 \ n=18 \ n=11 \ n=13
Hauptunt. ‘T——O,IO‘T:—OO?)‘T ‘T——017‘T:—047
Kontrolle | T=-0,09 | T=0,19 | T=0,04|T=-045| T =-0,37

Tabelle 3.29: Stadienadaptierte Korrelation zwischen der praoperativen
Serum-LDH und der LDH-5-Intensitét fiir die Haupt- und Kontrollunter-
suchung
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Demographie

Das Gesamtkollektiv der Studie bestand aus 61 Patienten. Die Verteilung
der Geschlechter verhielt sich dhnlich wie bei Perng et al. (1996). In seiner
Studie waren 10910 operierte, sowie nicht operierte Patienten mit NSCLC
eingeschlossen. 4048 Patienten hatten davon ein Plattenepithelkarzinom der
Lunge. 92% der Patienten mit Plattenepithelkarzinom waren Ménner und
8% waren Frauen. Der grofite Teil der Ménner befand sich im Alter zwischen
60-69 Jahren, wobei der grofite Teil der Frauen 50-69 Jahre alt waren. In der
vorliegenden Studie, in der sich ausnahmslos operierte Patienten befanden,
waren 97% Ménner und 3% Frauen, also ein nur geringfiigig groferer Un-
terschied in der Geschlechterverteilung. Demhingegen entsprach das durch-
schnittliche Lebensalter der Ménner mit 68,37 Jahren und das der Frauen
mit 58,32 Jahren dem von Perng et al. (1996).

Um die stadienabhiingigen Uberlebenszeiten der vorliegenden Studie zu ver-
gleichen, wurde die Studie von Naruke et al. (2001) herangezogen. Seine Stu-
die verwendete ebenfalls nur die Daten von operierten Patienten. Von den
3043 Patienten hatten 992 Patienten ein Plattenepithelkarzinom. Der direkte
Vergleich zwischen den Patienten mit Plattenepithelkarzinom bei der Studie
von Naruke et al. (2001) und den Patienten aus der vorliegenden Studie ist in
Tabelle 4.1 dargestellt. Auffillig waren die 5-Jahresiiberlebensraten in den
Patienten-starken Stadien der vorliegenden Studie, also Stadium Ia, Ib, IIb
und IIIa, die sich nur um etwa 10 - 15% zur Studie von Naruke et al. (2001)
unterschieden, obwohl die jeweiligen Stadien in der Studie von Naruke et
al. (2001) etwa zehn- bis zwanzigmal soviele Patienten vereinten. Dabei war
die 5-JUR im Stadium Ia in der vorliegenden Studie um etwa 10% besser,
aber in den anderen Stadien um 10 - 15% schlechter. Diese leichten Varia-
tionen beruhten vermutlich auf mehreren Tatsachen. Zum einen wurden in
der vorliegenden Studie nur Patienten eingeschlossen, bei

78



Naruke et al. (2001)!| Vorliegende Studie®

Patienten Grofle
n ‘Prozent 5-JUR | n ‘Prozent 5-JUR
Tx 13 |o% | 2 [3% |2
Stadium Ia | 132 | 13% [ 724% |10 |16% | 80%
Stadium Ib | 183 | 18% [ 58,7% |18 |30% | 43%
Stadium ITa |29 | 3% | 542% |3 | 5% | 2
Stadium ITb | 208 | 21% [ 498% |11 |18% | 36%
Stadium IIla | 267 | 27% | 311% [13]21% | 19%
Stadium IIIb | 136 | 14% | 157% [4 |[7™%  |?
Stadium IV | 34 | 3% 0% 0% ]? | 3
Gesamt | 992 | 100% | 43,3% | 61 | 100% | 41%

! mit perioperativ verstorbenen Patienten
% zu wenig Patienten fiir reprisentative 5-Jahresiiberlebensrate
3 kein Patient im Stadium IV wurde in kurativer Absicht operiert

Tabelle 4.1: Vergleich der stadienabhéngigen Patientenverteilung so-
wie der 5-JUR zwischen der vorliegenden Studie und Naruke et al.
(2001)

denen ein prioperativer Serum-LDH-Wert bekannt war. Dieser Serum-LDH-
Wert wurde aber nicht aufgrund eines Standards abgenommen, sondern nach
dem Ermessen des behandelnden Arztes. Somit wurde nur der Teil der Pa-
tienten betrachtet, der aufgrund eines Plattenepithelkarzinoms der Lunge
operiert wurde. Zum anderen schienen sich die Kriterien der Indikation zur
Operation gerade in hoheren Stadien fiir die Patienten der vorliegenden
Studie und fiir die Patienten der Studie von Naruke et al. (2001) zu un-
terscheiden. Dies wurde anhand der R1- bzw. R2-Resektionsraten deutlich,
die zwischen der vorliegenden Studie mit 10% und der Studie von Naruke
et al. (2001) mit 38% sichtbar divergierten. Dies lieB vermuten, dass Pati-
enten, die aufgrund eines ausgedehnten Tumorbefalls primér chemo- oder
strahlentherapeutisch behandelt wurden und somit nicht in die vorliegende
Studie fielen, bei der Studie von Naruke et al. (2001) eingeschlossen wurden,
da vermutlich trotz extensivem Tumorbefall primér operiert wurde, und erst
bei R1- bzw. R2-Resektion chemo- bzw. strahlentherapeutisch weiterbehan-
delt wurde. Somit war die Auswahl der Patienten in den héheren Stadien
zwischen den beiden Studien wahrscheinlich nicht v6llig identisch.

Unter Annahme dieser Theorie und bei Betrachtung der 5-Jahresiiberlebens-
raten der Stadien Ib, IIb und IIla, die bei Naruke et al. (2001) etwa 10 -
15% besser waren, wire zu iiberpriifen, ob eine Operation bei ausgedehntem
Tumorbefund mit dem Ziel der Tumorreduktion mit folgender Chemo- bzw.
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Strahlentherapie einer alleinigen Chemo- bzw. Strahlentherapie iiberlegen
ware.

Wird das Gesamtkollektiv betrachtet, so ist die 5-Jahresiiberlebensrate zwi-
schen der vorliegenden Studie und der von Naruke et al. (2001) trotz der in
den Stadien Ib, IIb und IIla besseren 5-Jahresiiberlebensraten bei Naruke
et al. (2001) anndhernd gleich. Als ausgleichender Faktor standen hier ver-
mutlich die Patienten aus Stadium IV mit &uflerst schlechter Prognose, die
in der vorliegenden Studie nicht eingeschlossen wurden.

In einer weiteren Untersuchung sollte der stadienadaptierte Effekt einer neo-
adjuvanten sowie adjuvanten Therapie auf die 5-Jahresiiberlebensraten ana-
lysiert werden. Diese Untersuchung konnte fiir eine neoadjuvante Behand-
lung nicht durchgefithrt werden, da nur sehr wenig Patienten neoadjuvant
behandlet wurden. Eine adjuvante Behandlung hingegen wurde vor allem
den Patienten in den Stadien IIb und IIla der vorliegenden Studie zuteil.
Bei diesen Patienten lieB sich ein Unterschied in der Uberlebenszeit zwar
nicht statistisch signifikant, aber trotzdem deutlich erkennen. Bei Patienten
mit adjuvanter Therapie im Stadium IIb gab es eine Verschlechterung der
1-Jahresiiberlebensrate von 57% auf 25%, und bei Patienten mit adjuvan-
ter Therapie im Stadium IIla stieg die 2-Jahresiiberlebensrate im Vergleich
zum Auslass einer adjuvanten Therapie von 43% auf 60%. Eine signifikante
Verschlechterung der Uberlebenszeit im Stadium IIb bei adjuvanter The-
rapie konnte die PORT Meta-Analysis Trialists Group (1998) ebenfalls be-
obachten, und eine Verbesserung der Uberlebenszeit im Stadium IIla bei
adjuvanter Therapie stellte Arriagada et al. (2004) fest.

4.2 Kollektivdefinierung

In der vorliegenden Studie wurden fiir die Untersuchung der Hauptziele zwei
Kollektive gewéhlt: das Kollektiv A und das Kollektiv B. Im Kollektiv A
wurden lediglich die perioperativ verstorbenen Patienten ausgeschlossen, al-
so die, die innerhalb der ersten 30 Tage nach der Operation verstorben sind.
Als Grund des Todes wurde bei diesen Patienten nicht der Tumor, son-
dern die Operation bzw. eine Komplikation der Operation angenommen.
Somit wiirden die Uberlebenszeiten dieser Patienten bei den Untersuchun-
gen auf einen Einfluss des Tumors, widergespiegelt durch die Tumor-LDH
bzw. Serum-LDH, auf die Uberlebenszeit der Patienten das Ergebnis negativ
beeinflussen.

Kollektiv B sollte den Fokus speziell auf den kurativ operierten Primértumor
richten, also nur die Patienten einschlieflen, die an den Folgen des Primértu-
mors, an einem Rezidiv oder an Spatmetastasen verstorben sind. Aus diesem
Grund wurden die perioperativ verstorbenen Patienten, die Patienten, die
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an einer nicht tumorbedingten Ursache wie z.B. an einem kardialen bzw.
hepatischen Versagen oder an einem Suizid verstorben sind, und die Patien-
ten, deren Todesursache nicht geklart werden konnte, ausgeschlossen. Zudem
wurden alle R1- bzw. R2-resezierten Patienten ausgeschlossen, da diese Pa-
tienten nicht als kurativ operiert gelten. Dieses radikale Ausschlussverfahren
war notwendig, um moglichst viele Storfaktoren, die einen Einfluss auf die
Uberlebenszeit des Patienten haben, auszuschlieBen und den tatséchlichen
Einfluss des pathophysiologischen Verhaltens des Tumors auf die Uberle-
benszeit des Patienten besser beurteilen zu kénnen. Auflerdem sollte im
Vergleich zwischen Kollektiv A und Kollektiv B im Hinblick auf die Uber-
lebenszeit der Patienten transparent gemacht werden, ob die Storfaktoren
iiberhaupt einen nennenswerten Einfluss auf die Uberlebenszeit der Patien-
ten hatten.

Fiir Kolektiv A und Kollektiv B wurde eine zusétzliche Untersuchung un-
ter Ausschluss der neoadjuvant behandelten Patienten durchgefiihrt. Auch
wenn keine Untersuchung auf eine stadienadaptierte Beeinflussung der Uber-
lebenszeit durch eine neoadjuvante Therapie aufgrund mangelnder Patienten
in den einzelnen Stadien durchgefithrt wurde, so sind im Kollektiv A sowie
Kollektiv B etwa 10% der Patienten neoadjuvant behandelt worden. Grund
fiir eine weitere Untersuchung unter Ausschluss der neoadjuvant behandel-
ten Patienten war die Annahme, dass durch eine neoadjuvante Therapie
die Tumormasse sowie die Anzahl und Grofle der befallenen Lymphknoten
erheblich reduziert oder sogar vollig eradiziert werden kann (Albain et al.
1995). In diesem Fall wiirden sich die Patienten in einer Form von Remis-
sion befinden bzw. kann es sogar zum Downstaging kommen, d.h., dass das
Stadium zum Zeitpunkt der Resektion eine wesentlich giinstigere Progno-
se verspréiche, als vor einer neoadjuvanten Therapie. Dabei ist es wichtig
zu beriicksichtigen, dass die Stadien, die durch eine neoadjuvante Therapie
erzielt werden, im Verlauf eine wesentlich schlechtere Prognose zeigen, als
die dquivalenten nativen Stadien. Aus diesem Grund wurde ein Vergleich
zwischen der Uberlebenszeit der Patienten ohne eine Manipulierung der Pa-
thophysiologie des Tumors und mit den neoadjuvant behandelten Patienten
gemacht.

4.3 Immunhistochemische Methodik

4.3.1 Problematik

In der vorliegenden Studie wurde das Verhalten zwischen der Serum-LDH
und der LDH-5-Exprimierung im Tumor sowie deren Zusammenhang auf die
Prognose eines Patienten untersucht. Von den fiinf verschiedenen Isoformen
wurde die LDH-5 im Tumor immunhistochemisch bestimmt, da aufgrund der
pathophysiologischen Wachstumseigenschaften eines Tumors und der hohen
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Affinitédt gegeniiber Pyruvat die LDH-5 im Rahmen der anaeroben Glyko-
lyse die hochste Aktivitidt im vitalen Tumorgewebe aufweist (ndheres siehe
(Kapitel 1.8 ). Die LDH-5-Exprimierung im Tumor wurde bei der Auswer-
tung nach den Kriterien der Gesamtimpression, Expression und Intensitét
bewertet, deren Beschreibung in Kapitel 2.4 zu finden ist. Allerdings war es
schwierig die Methodik sowie die Ergebnisse mit anderen Studien zu verglei-
chen, da bisher lediglich die Arbeitsgruppe Koukourakis et al. (2003,2005)
den Einfluss der LDH-5-Exprimierung im Tumor auf die Prognose eines Pati-
enten fiir das NSCLC, aber auch fiir andere Tumoren, wie beispielsweise das
kolorektale Karzinom oder das Endometriumkarzinom, untesucht hat (Kou-
kourakis et al. 2003a; Koukourakis et al. 2003b, Koukourakis et al. 2005,
Giatromanolaki et al. 2006). Diese Arbeitsgruppe hat in keiner der Studi-
en die Bewertung der LDH-5-Exprimierung nach dem quantitativen Anteil
der LDH-5-exprimierenden Tumorzellen und dem Grad der Anfarbung nach
LDH-5 getrennt vorgenommen, wie es in der vorliegenden Studie gemacht
wurde, sondern entweder nur einen Aspekt beleuchtet, oder beide Aspekte
in einem Score zusammengefiigt, sodass die Bewertung der einzelnen Aspek-
te sicherlich ungenauer war. Es wurden auch nicht ausschliellich die vitalen
Tumorzellen betrachtet, sondern in einer der ersten Studien der Arbeits-
gruppe gezeigt, dass hauptsédchlich LDH-5 in Tumorzellen exprimiert wird
(Koukourakis et al. 2003a), und unter dieser Annahme der prozentuale An-
teil aller Zellen im Tumor bewertet, die eine LDH-5-Anférbung zeigen. Die
vorliegende Studie hat vor der mikroskopischen Bewertung der LDH-5 im
Préparat im Vergleich zu einem HE-angefirbten Préparat die vitalen Tu-
morzellverbdnde von den Nekrosearealen, Gefaflen und anderen Geweben
isoliert, und folgend nur die nach LDH-5-angefdrbten vitalen Tumorzellen
bewertet. Zudem flieit in die Scores der Studien von der Arbeitsgruppe Kou-
kourakis et al. (2003,2005) immer die Bewertung der Kernfirbung durch die
LDH-5 mit ein. Nach der Beschreibung des Primérantikérpers ab 9002 (Ab-
cam, Cambridge, Grofibritannien) ist aber das Antigen dieses Antikorpers,
sprich die LDH-5, nur im Zytoplasma lokalisiert. Moglicherweise wurde die
angefirbte LDH-5 unter Sicht im Mikroskop als im Zellkern befindlich fehl-
gedeutet, obwohl sie sich eigentlich rdumlich vor dem Zellkern im Zytoplas-
ma befand. Aus diesem Grund wurde eine Beurteilung der Anfirbung des
Zellkerns, was nach Angaben des Herstellers eben nicht moglich sei, nicht
durchgefiihrt.

4.3.2 Cut-ofl-Werte

Da das immunhistochemische Verfahren in gewisser Weise subjektiv ist und
fiir die immunhistochemischen Untersuchungen in der vorliegenden Studie
noch keine validen Grenzwerte bestanden, sollte die Festlegung der Trenn-
linie zwischen Patienten mit hoher Bewertung und schwacher Bewertung so
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objektiv wie moglich erfolgen. Weil die Uberlebenszeit zwischen den beiden
Gruppen im Log-Rank-Test verglichen wurde, eignete sich bei der Festlegung
der Hohe des Grenzwertes am besten die Orientierung an der Patientenan-
zahl der Gruppen, da der Log-Rank-Test fiir den Vergleich zwischen zwei
etwa gleich grofien Gruppen optimal ist. Koukourakis et al. (2003b) ver-
glich in seiner Studie in drei Gruppen zwischen der LDH-5-Exprimierung
und der Prognose der Patienten. Den Grenzwert zwischen der Gruppe mit
hoher LDH-5-Exprimierung und méafiiger LDH-5-Exprimierung wéhlte er in
gleicher Weise, wie in der vorliegenden Studie. Die Beschreibung der Orien-
tierung fiir die Festlegung des Grenzwertes zwischen der Gruppe mit méifi-
ger LDH-5-Exprimierung und niedriger LDH-5-Exprimierung wurde jedoch
nicht gegeben.

4.3.3 Bewertung der Parameter
4.3.3.1 LDH-5-Gesamtimpression

Die Kriterien der LDH-5-Gesamtimpression der vorliegenden Studie entspra-
chen in etwa den Kriterien der Bewertung einiger Studien der Arbeitsgruppe
Koukourakis et al. (2003,2005), wobei bei Koukourakis’ Studien der Anteil
an Tumorgewebe sowie der Grad der Anfarbung der Tumorzellen nach LDH-
5 anhand bestimmter Schwellenwerte genau eingeteilt wurde. Dabei wurde
der Anteil an Tumorgewebe in eine Kategorie mit mehr oder weniger als
50% Tumorgewebe eingeteilt und der Grad der Anfirbung der Tumorzel-
len nach LDH-5 in stark oder schwach unterschieden. Durch Kombination
dieser beiden Werte wurde dann entweder eine Skala mit zwei Stufen, also
,high“ oder ,low* (Koukourakis et al. 2005, Giatromanolaki et al. 2006),
oder vier Stufen gewéhlt (Koukourakis et al. 2003a). Da sowohl der Grad
der Anfirbung der Tumorzellen nach LDH-5 fiir eine starke oder schwache
Exprimierung, als auch die Struktur oder Menge der Tumorzellverbénde fiir
eine gute oder schlechte Organistion nicht bekannt ist, wére es sinnvoll gewe-
sen, eine Einteilung in mehreren Stufen zu wéahlen, und erst folgend, wie in
der vorliegenden Studie an der Patientenzahl orientiert, die einzelnen Abstu-
fungen in eine Gruppe mit starker Ausprigung der betrachteten Merkmale
und eine Gruppe mit schwacher Ausprigung der betrachteten Merkmale
zusammenzufassen.

4.3.3.2 LDH-5-Expression

Durch die Bestimmung der LDH-5-Expression sollte zwischen Tumoren mit
groflen, soliden und kleinen, disseminierten Zellverbénden und den damit
verbundenen méglichen Einfluss auf die Uberlebenszeit der Patienten un-
terschieden werden konnen. In der Studie von Koukourakis et al. (2003b)
wurde ein dhnliches Schema, wie das der LDH-5-Expression in der vorlie-
genden Studie gewéhlt, nur dass in der vorliegenden Studie, im Gegensatz
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zu der von Koukourakis et al. (2003b) ausschlieflich die vitalen, nach LDH-
5-gefdrbten Tumorzellverbédnde betrachtet wurden. Folglich ist in der Studie
von Koukourakis et al. (2003b) die Gefahr hoch, eine quantitative Uberbe-
wertung des tatsdchlich vitalen, im Interesse der Untersuchung stehenden
Tumorgewebes zu erhalten.

4.3.3.3 LDH-5-Intensitit

Im Unterschied zu allen Studien, die sich in der Literatur mit der im-
munhistochemischen Untersuchung der LDH-5-Exprimierung in Tumoren
beschiftigten, wurde in der vorliegenden Studie die Intensitéit, also der
Grad der LDH-5-Anfiarbung der vitalen Tumorzellen, separat betrachtet.
Die LDH-5-Intensitét spiegelt den Prozess der LDH-5-Exprimierung wieder.
Die Kenntnis iiber diesen Prozess war enorm wichtig, da nach Goldman et
al. (1964) und Warburg (1956), niheres in Kapitel 1.8.3 , die Aktivitit der
LDH, speziell der LDH-5, im Tumor im Vergleich zu normalem Gewebe stark
gesteigert ist. Folglich kénnen die Tumoren bzw. die Tumorzellverbinde,
die einen besonders hohen Energiebedarf haben, also vermutlich sehr aktiv
sind, identifiziert werden und es kann gepriift werden, ob diese Aktivitét
einen Einfluss auf die Prognose der betroffenen Patienten hat. Wird im Um-
kehrschluss nur die Expression im Tumor betrachtet, wie es bei Koukourakis
et al. (2003b) der Fall ist, so werden Tumorzellverbénde mit einer niedrigen
Intensitdt und Tumorzellverbénde mit einer hohen Intensitdt vollig gleich
bewertet, obwohl sie wahrscheinlich deutlich unterschiedlich aktiv sind. Es
erschien sinnvoll, den Grad der Anfidrbung vorerst in fiinf verschiedenen
Stufen zwischen ,,schwach“ und ,,stark“ zu definieren, und die Stufen erst
folgend, orientiert an der Patientenzahl, in zwei Gruppen zusammenzufas-
sen, da auch hier kein Grenzwert bekannt war.

4.3.4 Validierung durch Kontrolle

Die Bewertung der LDH-5-Gesamtimpression, LDH-5-Expression und LDH-
5-Intensitdt wurde in fiinf verschiedene Abstufungen zuerst in der Haupt-
untersuchung und danach von einem unabhingigen Untersucher separat in
einer Kontrolluntersuchung getroffen. Bei der linearen Korrelation nach Ken-
dall zeigte T fiir die LDH-5-Gesamtimpression eine sehr gute Korrelation mit
T = 0,68 und bei der LDH-5-Expression und LDH-5-Intensitéit ein zufrie-
dendstellendes Ergebnis mit einem T von 0,43 und T = 0,49. Wird die Korre-
lation zwischen der Haupt- und Kontrolluntersuchung fiir die einzelnen Sta-
dien getrennt betrachtet, so fanden sich eine lineare Korrelation bis zu einem
T von 0,8 ('s. Tab. 3.10, 3.16, 3.22 ). Entgegen der linearen Korrelation zeig-
te die Untersuchung zwischen der Haupt- und Kontrolluntersuchung mittels
eines nicht-linearen Modells einen signifikanten Unterschied bei der LDH-5-
Gesamtimpression und der LDH-5-Intensitit. Bei der LDH-5-Expression be-
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stand kein signifikanter Unterschied. Dieser Unterschied in der nicht-linearen
Untersuchung bei der LDH-5-Gesamtimpression und LDH-5-Intensitét fand
eine Erklarung bei der Betrachtung der Mittelwerte der untersuchten Fel-
der. In der Kontrolluntersuchung wurde bei der LDH-5-Gesamtimpression
durchschnittlich um eine viertel Stufe und bei der LDH-5-Intensitét durch-
schnittlich um knapp eine Stufe héher bewertet als in der Hauptuntersu-
chung.

Somit wurde die Methodik der mikroskopischen Bewertung gut umgesetzt,
lediglich hatten die Untersucher einen anderen Ausgangswert benutzt. Dieser
Fehler war aber bei einer nicht vermeidbaren Subjektivitiat der semiquantita-
tiven Untersuchungen nicht umgénglich. Korrigiert wurde der Fehler durch
eine individuelle Festlegung der Grenzwerte zwischen den Gruppen. Diese
Festlegung orientierte sich nicht an einem vorher bestimmten Wert, son-
dern an einer moglichst ausgeglichenen Patientenzahl zwischen den Grup-
pen. Bestitigt wurde dies durch den Vergleich der Uberlebenszeiten der
Patienten zwischen der Haupt- und Kontrolluntersuchung in der Gruppe
unterhalb und oberhalb des festgelegten Grenzwertes. Diese Uberlebenszei-
ten waren zwischen der Haupt- und Kontrolluntersuchung im Log-Rank-Test
nicht unterschiedlich.

4.4 Serum-LDH

4.4.1 Praoperative Serum-LDH

Die Serum-Laktatdehydrogenase ist ein Enzym, dessen Serumspiegel nicht
nur den Verdacht auf die Atiologie gewisser Krankheiten, z.B. der genau-
en Ursache einer Andmie, lenken kann, sondern auch seit etlichen Jah-
ren als Prognoseparameter (Eberhardt et al. 1998), Aggressivititsparame-
ter (Cheng et al. 1998) und Resistenzparameter fiir adjuvante Therapien
(Lutterbach et al. 1999; Kondo et al. 2001) bei vielen verschiedenen Tu-
morerkrankungen, wie z.B. den Lymphomen, dem Glioblastoma multiforme
oder dem nasopharyngealen Karzinom, seinen Einzug gefunden hat. Zudem
ist die Bestimmung der Serum-Laktatdehydrogenase im Vergleich zu neue-
ren moderneren Tumormarkern sowohl wesentlich kostengiinstiger als auch
verfiigbarer und die Aussagekraft gerade bei der Prognoseabschitzung beim
NSCLC in vielen Studien besser belegt. Allerdings gibt es nicht nur Studien,
die die Serum-Laktatdehydrogenase als prognostisch unabhéngig signifikan-
te Variable bestétigen, sondern auch Studien, die diese Eigenschaft nicht
erwidern konnten (Watine 2000).

Die Einschrankung bei diesen Studien war, dass der Grofiteil der Studien bei
den Untersuchungen entweder keine Trennung zwischen SCLC und NSCLC
machte (Pujol et al. 1996; Wieskopf et al. 1995), oder, wenn nur Patienten
mit NSCLC in einer Studie untersucht wurden, diese zumeist nicht operiert
wurden und sich schon im Stadium III oder IV befanden (Eberhardt et al.
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1998; O’Connell et al. 1986). Ein weiteres Problem war die Festlegung des
Schwellenwertes zwischen normalem und pathologischem Wert der Laktat-
dehydrogenase im Serum, der von Studie zu Studie variierte. Diese Studie
beinhaltet somit im Gegensatz zu vielen anderen Studien nur Patienten mit
NSCLC, und im engeren Sinne, nur Patienten mit einem Plattenepithelkar-
zinom der Lunge, in den Stadien Ia bis IIIb in einer relativ ausgewogenen
Verteilung, die alle mit kurativem Ansatz operiert wurden.

Der Schwellenwert fiir die Serum-Laktatdehydrogenase, der sich durch Ad-
dition einer Standardabweichung zum Mittelwert der prdoperativen Serum-
LDH errechnete, betrug in der vorliegenden Studie 240 U/L und entsprach
damit dem der Studie von Eberhardt et al. (1998), der 94 Patienten in seine
Studie eingeschlossen hat. Diese Patienten befanden sich zwar im Gegen-
satz zu der vorliegenden Studie im Stadium IITa und IIIb und wurden alle
neoadjuvant behandelt, dafiir hatten aber alle Patienten ein NSCLC und
sogar 54% davon ein Plattenepithelkarzinom der Lunge, 66% der Patien-
ten wurden immerhin nach neoadjuvanter Behandlung noch operiert und
der Median der prioperativen Laktatdehydrogenase betrug 189 U/L, welcher
in der vorliegenden Studie 190 U/L mafl. Zudem war die R1/R2-Rate zwi-
schen den beiden Studien mit 10% gleich und in der vorliegenden Studie
waren mit 13% nur geringfiigig mehr Patienten perioperativ verstorben als
bei Eberhardt et al. (1998) mit 7%. Diese Ubereinstimmungen waren bei
einer Studiengrofie von 94 bzw. 61 Patienten duflerst hoch, da der Anteil an
Ausreiflern von der Norm bei einer so geringen Patientenzahl einen relativ
hohen Einfluss auf die Mittelwerte hat. Eberhardt et al. (1998) konnte bei
einem Schwellenwert der Serum-Laktatdehydrogenase von 240 U/L einen sta-
tistisch signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe <240 U/L und >240
U/L mit einem p-Wert von 0,003 nachweisen. Dabei hatte die Gruppe mit
einer Laktatdehydrogenase <240 U/L eine mediane Uberlebenseit von 20 Mo-
naten mit einer 4-Jahresiiberlebensrate von 37% und die Gruppe >240 U/L
eine mediane Uberlebenszeit von 11,5 Monaten mit einer 4-Jahresiiberle-
bensrate von 0%.

Die vorliegende Studie konnte mit einem p-Wert von 0,03 ebenfalls einen sta-
tistisch signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen, nicht nur unter
Finbeziehung der Stadien IIla und IIIb, sondern auch der Stadien Ia-IIb fest-
stellen. In der Gruppe <240 U/L wurde hier, wie zu erwarten, eine sichtbar
bessere mediane Uberlebenszeit mit 23 Monaten und eine 4-Jahresiiberle-
bensrate von 51% beobachtet, wobei die Gruppe >240 U/L mit einer me-
dianen Uberlebenszeit von 11 Monaten und einer 4-Jahresiiberlebensrate
von 17% nur einen minimalen Uberlebensvorteil zeigte, wobei immerhin ein
Drittel der Patienten mit einer LDH von >240 U/L im Stadium Ia und Ib
waren. Auch unter Ausschluss der neoadjuvant behandelten Patienten, war
der p-Wert mit 0,01 deutlich signifikant. Bei der Betrachtung des Kollektiv
B konnte ebenfalls unter Ausschluss aller Storfaktoren, die auf die Uberle-
benszeit einwirkten, also auch der neoadjuvant behandelten Patienten, ein
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statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen mit 0,03
beobachtet werden ('s. Tab. 3.5 ). Folglich kénnte es moglich sein, dass ab
einem prioperativen Serum-LDH-Wert von >240 U/L nicht mehr das Stadi-
um, sondern der pathologisch hohe Serum-LDH-Wert prognoseweisend ist.
Die Studien von O’Connell et al. (1986), Pujol et al. (1996) und Wieskopf
et al. (1995) konnten ebenfalls einen signifikanten Unterschied zwischen der
Prognose und der préoperativ gemessenen Serum-LDH feststellen und haben
gewisse Gemeinsamkeiten in dem Studienkonzept mit der vorliegenden Stu-
die, waren aber fiir einen direkten Vergleich nicht geeignet, da entweder zu
wenig Patienten ein Plattenepithelkarzinom der Lunge hatten, die benotig-
ten Daten nicht dargestellt wurden oder neben den Patienten mit NSCLC
noch Patienten mit SCLC in die Untersuchungen integriert wurden. Ent-
gegen den zuvor genannten Studien konnten die Studien von Borges et al.
(1996) und Gail et al. (1984) keinen signifikanten Unterschied in der Progno-
se feststellen. Ndheres zu den Studien und den Grenzwerten der Serum-LDH
ist in | Tabelle 4.2 dargestellt.

NSCLC SCLC Serum-LDH
Studie n (SCC in %) Schwelle | p-Wert
Eberhardt | 94 + 240 U/L 0,003
et al. 1998 (66%)
O’Connell | 378 | + 230 U/L 0,001
et al. 1986 (24%)
Pujol 405 | + + 600 U/L 0,0001
et al. 1996 (63%)
Wieskopf | 161 | + + ? signifikant
et al. 1995 (72%)
Wolf 1998 | 1095 + 240 U/L 0,0001
Borges 541 | + 200 U/L nicht
et al. 1996 (ca. 55%) signifikant
Gail 392 | + 149 U/L nicht
et al. 1984 signifikant

Tabelle 4.2: Studien, die die Serum-LDH als unabhéngige Variable gepriift
haben

Fraglich waren hier die Grenzwerte von Pujol et al. (1996) und Gail et al.
(1984), die mit 149 U/L bzw. 600 U/L sehr stark von den iibrigen Grenz-
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werten divergierten. Diese Studien konnten fiir den Vergleich nur einge-
schriankt betrachtet werden, da immer nur ein Teil der Patienten in den Un-
tersuchungen ein Plattenepithelkarzinom der Lunge hatte, die verschiedenen
Entitdten des NSCLC aber vermutlich eine unterschiedliche Exprimierung
und Freisetzung der Laktatdehydrogenase ins Blutserum zeigen. Goldman
et al. konnte (1964) nachweisen, dass die freigesetzte LDH zwischen nor-
malem Gewebe und Tumorgewebe eine unterschiedliche Zusammensetzung
von M- gegeniiber H-Untereinheiten aufwies. Dieser Unterschied in der Zu-
sammensetzung bestand auch zwischen den verschiedenen Tumoren, wobei
das Verhéltnis von M-Untereinheiten gegeniiber H-Untereinheiten bei allen
Tumorgeweben {iberwog. Diese Tatsache stiitzt somit auch die Vermutung,
dass das Freisetzungsverhalten der LDH zwischen den Entitdten des NSCLC
unterschiedlich ist. Des Weiteren beobachtete Goldman et al. (1964), dass
nicht nur die Zusammensetzung der LDH zugunsten der M-Untereinheiten
ausfiel, sondern auch, dass die Aktivitit der LDH im Tumor allgemein aus-
gepragter war, als die LDH-Aktivitéit im gesunden Gewebe. Wie schon zu-
vor beschrieben, wird auch bei Goldman et al. (1964) als Grund dafiir die
Umstellung von H- auf M-Untereinheiten aufgrund der besseren Affinitét
zu Pyruvat und der allgemeinen Hochregulation der anaeroben Glykolyse
bei Tumoren, wie es Warburg (1956) beschrieb, aufgrund des gesteigerten
Energiebedarfs bei ungeniigender Gefifineubildung genannt. Die gesteiger-
te LDH-Aktivitét fithrt folglich zu einer vermehrten Milchsdureproduktion.
Durch die Anséuerung des Extrazellularraums wird zum einen moglicherwei-
se die Aktivitdt der Gelatinase und des Kathepsin D gesteigert, beides die
Extrazellularmatrix und die Basalmembran spaltende Enzyme, zum anderen
aktiviert Laktat die Makrophagen-vermittelte Angiogense, sodass die Féhig-
keit der Tumorzellen invasiv zu streuen, vermutlich erhoht ist (Koukourakis
et al. 2003b). Des Weiteren beobachtete Fantin et al. (2006), dass die Pro-
liferationsrate der Tumorzellen nach Knock-out der LDH sank. Brand und
Hermfisse (1997) stellten fest, dass bei Downregulation der mitochondrialen
ATP-Produktion bei ausreichender Energiegewinnung durch Umwandlung
von Pyruvat zu Laktat weniger reaktive Sauerstoffverbindungen entstanden
und somit der oxidative Stress auf die Zelle gesenkt wurde. Diese Theorien
erkldren, warum ein gesteigerter Serum-LDH-Wert eines Patienten mit ei-
ner schlechteren Prognose in Zusammenhang gebracht werden kann und ver-
deutlicht, warum das Exprimierungsverhalten der LDH-5 im Tumor, welche
ausschliellich aus M-Untereinheiten besteht, in einer weiteren Untersuchung
immunhistochemisch bestimmt wurde.

4.4.2 Verlauf der Serum-LDH

Bei der Untersuchung des Verlaufs der Serum-LDH sollte iiberpriift werden,
ob sich die Resektion des Tumors und somit die Reduzierung des LDH-5-
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bildenden Gewebes in einem Abfall des postoperativen Serum-LDH-Wertes
widerspiegeln wiirde und einen Zusammenhang mit der Uberlebenszeit der
Patienten erkennen lasse. Hier konnte gezeigt werden, dass der préopera-
tive Serum-LDH-Mittelwert bei Patienten, die einen pathologisch erhchten
praoperativen Serum-LDH-Wert hatten und nicht perioperativ verstorben
sind, mit 268,2 U/, deutlicher hoher lag, als der postoperative Mittelwert
der Serum-LDH mit 218,4 U/L. Allerdings war dieser Unterschied nicht si-
gnifikant unterschiedlich. Auch die Uberlebenszeiten der Patienten aus Kol-
lektiv A bzw. Kollektiv B zeigten keinen signifikanten Unterschied je nach
Anstieg oder Abbfall der Serum-LDH im Log-Rank-Test. Im Gegensatz zur
Hypothese kam es sogar in der vorliegenden Studie mit einem Median der
praoperativen Serum-LDH von 190 U/L und einem Mittelwert von 197,31
U/L, und einem postoperativen Median von 215 U/L und einem Mittelwert
von 228,19 U/L zu einem Anstieg der Serum-LDH nach Resektion bezogen auf
alle Patienten. Hingegen wiirde eine Studie von Koukourakis et al. (2003b)
die These des Serum-LDH-Abfalls nach Resektion bestéitigen, da in dessen
Studie die Serum-Laktatdehydrogenase nach Operation des Tumors im Blut
signifikant geringer war, als der préoperativ gemessene Wert, insbesondere
bei den hohen préoperativen Werten. Einschridnkend muss erwahnt wer-
den, dass die Studie lediglich 33 Patienten umfasste und alle Entitédten des
NSCLC mit einschloss. Auflerdem wurden bei Koukourakis et al. (2003b)
der Serum-LDH-Wert prospektiv am Tag der OP und acht Tage danach er-
hoben, in der vorliegenden Studie wurden allerdings die Serum-LDH-Werte
retrospektiv bis drei Monate vor und drei Monate nach Op erfasst. Somit
kann zwar keine Aussage iiber die Uberlebenszeit eines Patienten durch die
Bestimmung des Verlaufs der Serum-LDH gemacht werden, aber die Theorie
wurde bestéarkt, dass die pathologisch hohen Werte der Serum-LDH bei Pa-
tienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Lunge moglicherweise durch
die Bildung der LDH-5 im Tumor verursacht sind.

4.5 Tumor-LDH

4.5.1 LDH-5-Gesamtimpression
4.5.1.1 Uberlebenszeit

In einer Studie von Giatromanolaki et al. (2006) konnte fiir das Endo-
metriumkarzinom gezeigt werden, dass zwischen einer starken und einer
schwachen LDH-5-Exprimierung in Bezug auf die Uberlebenszeit ein sta-
tistisch signifikanter Unterschied mit einem p-Wert von 0,01 bestand. Die
Kriterien der Bewertung kamen denen in der vorliegenden Studie fiir die
LDH-5-Gesamtimpression sehr nahe. In der vorliegenden Studie konnte al-
lerdings fiir das Plattenepithelkarzinom der Lunge kein statistisch signifikan-
ter Zusammenhang zwischen der LDH-5-Gesamtimpression und der Uberle-
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benszeit in keinem der untersuchten Kollektive weder in der Hauptuntersu-
chung, noch in der Kontrolluntersuchung festgestellt werden. Obwohl kein
signifikanter Unterschied zu sehen war, wurde ein Trend deutlich. Sowohl
bei der Hauptuntersuchung, als auch bei der Kontrolluntersuchung waren
die 5-Jahresiiberlebensraten fiir die Gruppe 1 mit der schwachen LDH-5-
Exprimierung zum Teil wesentlich hoher, als fiir Gruppe 2 mit der starken
LDH-5-Exprimierung. Besonders deutlich war dieser Unterschied im Kol-
lektiv B. Zum einen war die 5-Jahresiiberlebensrate fiir Gruppe 1 in Kol-
lektiv B etwa 10% hoher als im Kollektiv A, zum anderen betrug der Un-
terschied der 5-Jahresiiberlebensrate zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2 in
Kollektiv B bis zu 21% ('s. Tab. 3.9 ). Diese Beobachtungen der LDH-5-
Gesamtimpression, also der negative Einfluss von grofien, solide struktu-
rierten Tumorzellverbinden mit hoher LDH-5-Exprimierung auf die Uber-
lebenszeit eines Patienten, wiirden die Hypothese bestérken, die aus den
Erkenntnisen von Goldman et al. (1964), Koukourakis et al. (2003b), Fantin
et al. (2006) und Brand und Hermfisse (1997) schon bei der Diskussion des
FEinflusses der praoperativen Serum-LDH auf die Prognose eines Patienten
entwickelt wurde.

4.5.1.2 Korrelation zur Serum-LDH

Im Gesamtkollektiv gab es zwischen der LDH-5-Gesamtimpression und der
praoperativen Serum-LDH keine lineare Korrelation nach Kendall, obwohl
die prioperative Serum-LDH signifikant mit der Uberlebenszeit der Patien-
ten korrelierte und die Beobachtungen der LDH-5-Gesamtimpression zumin-
dest Tendenzen auf einen Einfluss auf die Uberlebenszeit der Patienten zeig-
ten. Hingegen war bei der separaten Betrachtung der einzelnen Stadien des
Gesamtkollektivs auffillig, dass, auch wenn die Korrelation bis auf in Stadi-
um IITa mit einem T von -0,66 eher schwach war, in den fritheren Stadien,
also Ta und Ib, eher eine linear positive Korrelation zwischen der pridope-
rativen Serum-LDH und der LDH-5-Gesamtimpression und in den hoéheren
Stadien, sprich IIb und IIla, wider Erwarten, eine linear negative Korrelati-
on zu sehen war (8. Tab. 3.27 ). Zum einen konnte die negative Korrelation
durch den negativen Einfluss einer neoadjuvanten Therapie auf den Tumor
bedingt sein. Diese wurde in den hoheren Stadien haufiger durchgefiihrt, um
die Grofle und das Wachstumsverhalten der Tumoren zu reduzieren (Albain
et al. 1995). Zum anderen koénnte diese divergente stadienabhéngige Korre-
lation, da sie in Stadium Ia, Ib und IIb nur schwach war, zuféllig aufgetreten
sein.
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4.5.2 LDH-5-Expression
4.5.2.1 TUberlebenszeit

Bei der quantitativen Bewertung der vitalen, nach LDH-5 gefirbeten Tu-
morzellverbénde konnte kein signifikater Unterschied in der Uberlebenszeit
zwischen der Gruppe mit niedriger LDH-5-Expression und hoher LDH-5-
Expression sowohl in der Hauptuntersuchung, als auch in der Kontrollunter-
suchung festgestellt werden. Selbst die Bestimmung der 5-Jahresiiberlebens-
raten zeigte keinen moglichen Trend in der Verdnderung der Uberlebenszeit
je nach Hohe der LDH-5-Expression. Zwar waren die 5-Jahresiiberlebensra-
ten in der Hauptuntersuchung teilweise in Gruppe 1 um bis zu 20% hoher als
in Gruppe 2 ((s. Tab. 31.5 ), allerdings zeigten die 5-Jahresiiberlebensraten
in der Kontrolluntersuchung ein genau gegenliufiges Bild ('s. Tab. 3.17 ).
Um eine dafiir verantwortliche divergente Bewertung zwischen der Haupt-
und Kontrolluntersuchung durch die Untersucher auszuschlieen, wurde die
Korrelation der Bewertung der LDH-5-Expression zwischen den Untersu-
chern bestimmt, die in einem linearen Modell miteinander méfig korrelierte
und in einem nicht-linearen Modell keinen statistisch signifikanten Unter-
schied zwischen den Untersuchern feststellen konnte. Somit muss die Beob-
achtung in der Studie von Koukourakis et al. (2003b), die bei einem Schema
mit drei verschiedenen Stufen der LDH-5-Expression einen statistisch signi-
fikanten Unterschied in der Uberlebenszeit zwischen der Gruppe mit hoher
und niedriger LDH-5-Expression feststellen konnte, in Frage gestellt werden.
Auflerdem konnte in der Studie von Koukourakis et al. (2003b) zwischen der
Gruppe mit hoher und méfliger LDH-5-Expression und zwischen der Gruppe
mit méBiger und niedriger LDH-5-Expression kein Unterschied in der Uber-
lebenszeit festgestellt werden. Dabei orientierte sich der Grenzwert zwischen
der hohen und méfigen LDH-5-Expression am Median, wobei der Grenzwert
zwischen der méfligen und niedrigen LDH-5-Expression frei gewahlt wurde.

4.5.2.2 Korrelation zur Serum-LDH

Es konnte sowohl im Gesamtkollektiv, als auch bei stadienbezogener Be-
trachtung keine Korrelation zwischen der pridoperativ gemessenen Serum-
LDH und der LDH-5-Expression nachgewiesen werden. Zwar gab es im Sta-
dium Ia in der Hauptuntersuchung eine méflige Korrelation, die sich aber in
der Kontrolluntersuchung invers abspiegelte. Auch in der Studie von Kouk-
ourakis et al. (2003b) konnte kein iiberzeugender Zusammenhang zwischen
der praoperativ bestimmten Serum-LDH und der immunhistochemisch be-
stimmten LDH-5-Expression festgestellt werden. Somit ist ein Einfluss der
Menge der vitalen Tumormasse auf die Hohe des Serum-LDH-Spiegels auf-
grund dieser Beobachtungen vermutlich nicht vorhanden. Unterstiitzt wird
diese Vermutung durch die Studie von Lukacova et al. (2008), der in ei-
ner Untersuchung an Plattenepithelkarzinomen bei M&usen ebenfalls keinen
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Einfluss der Tumormasse auf den Serum-LDH-Spiegel feststellen konnte.

4.5.3 LDH-5-Intensitat
4.5.3.1 Uberlebenszeit

Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit
zwischen der Gruppe mit schwacher und starker LDH-5-Intensitét ermittelt
werden. Die 5-Jahresiiberlebensraten der Gruppe 1, also mit einer schwa-
chen LDH-5-Intensitdt, waren allerdings wesentlich besser als in Gruppe
2 ('s. Abb. 3.15 ). Gerade im Kollektiv B waren die 5-Jahresiiberlebensra-
ten mit etwa 60% um ungefihr 10% besser als in Kollektiv A, und die
5-Jahresiiberlebensraten in Gruppe 1 um bis zu 20% besser als in Gruppe 2
('s. Abb. 3.16 ). Als Ursache des Uberlebensvorteils von Gruppe 1 gegeniiber
Gruppe 2 kénnte ein langsameres Tumorwachstum angenomen werden. Die-
se Theorie stiitzt sich auf den Beobachtungen mehrerer Studien. Lukacova et
al. (2008) konnte eine erhohte LDH im Tumor bei steigendem Tumorwachs-
tum feststellen. Auch Goldman et al. (1964) konnte nachweisen, dass die
Aktivitdt der LDH im Tumor gesteigert war, und fithrte dies auf den stei-
genden Energiebedarf des Tumors beim Wachstum zuriick. Des Weiteren
beobachtete Fantin et al. (2006), dass die Proliferationsrate der Tumorzel-
len nach Knock-out der LDH sank, was im Umkehrschluss bedeuten wiirde,
dass eine erhohte LDH im Tumor moglicherweise fiir eine hohe Prolifera-
tionsrate der Tumorzellen erforderlich sei. Eine erh6hte Tumor-LDH wére
wiederum in einem intensiveren Grad der Anfarbung bei der immunhisto-
chemischen Untersuchung zu sehen, was eben durch die LDH-5-Intensitét
repréasentiert wurde und damit auch die bessere 5-Jahresiiberlebensrate der
durch die LDH-5-Intensitdt bestimmten Gruppe 1 gegeniiber Gruppe 2 er-
kléren wiirde.

Der Uberlebensvorteil von 10% im Kollektiv B gegeniiber Kollektiv A koénn-
te durch den Ausschluss der Patienten bedingt sein, die nicht am Tumor,
sondern zuvor aufgrund anderer Ursachen gestorben sind.

4.5.3.2 Korrelation zur Serum-LDH

Beim Vergleich der priaoperativen Serum-LDH mit der LDH-5-Intensitit im
Tumor ist keine lineare Korrelation im Gesamtkollektiv zu erkennen. Bei
der stadienbezogenen Betrachtung der Korrleation zeigte sich in Stadium
ITb und IIla eine méaBig negative Korrelation ('s. Tab. 3.29 ). Das bedeu-
tet, dass in den hoheren Stadien eine niedrige LDH-5-Intensitédt mit einer
hohen Serum-LDH einhergeht. Wie schon bei der LDH-5-Gesamtimpression
beschrieben, kénnte die negative Korrelation in den hoheren Stadien durch
den negativen Einfluss einer neoadjuvanten Therapie auf den Tumor bedingt
sein. Ein anderer Grund koénnte in dem Missverhéltnis zwischen dem Zeit-
punkt der Bestimmung der LDH-Aktivitdt im Tumor und dem zuvor erho-
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benen priaoperativen Serum-LDH-Wert liegen. Sollte sich im Tumor in dieser
Zeitspanne das Sauerstoffangebot verschlechtert haben, ist die Aktivitat der
LDH im Tumor, und damit auch die LDH-5-Intensitét, aufgrund der gestei-
gerten anaeroben Glykolyse zum Zeitpunkt der Resektion hoher, als sie es
zum Zeitpunkt der Serum-LDH-Erhebung gewesen wére. Die Folge wiére eine
im Vergleich zur Serum-LDH iiberbewertete LDH-5-Intensitét. Eine weitere
mogliche Ursache kénnte das Stadium selbst gewesen sein, da die Gefaflver-
sorgung im Tumor in einem hoéheren Stadium vermutlich schlecht ist und
die LDH weniger leicht ins Serum gelangen konnte, als in einem niedrigeren
Stadium, in dem die Angiogenese im Tumor wahrscheinlich deutlich besser
ist (Giatromanolaki and Harris 2001; Vaupel et al. 2001). Dies wiirde auch
die Hypothese von Lukacova et al. (2008) erkldren, dass nicht der Grad der
Hypoxie die Hohe des Serum-LDH-Spiegels bestimme. Die Hypoxie wiirde
die Bildung von Laktat zwar anregen, allerdings wére der zu bewéltigende
Weg zum Gefafl weiter. Zuletzt konnte die negative Korrelation in Stadium
IIb und IIIa zufillig eingetreten sein, da in Stadium Ia und Ib kein linearer
Zusammenhang zwischen der praoperativen Serum-LDH und der LDH-5-
Intensitidt nachzuweisen war.
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Kapitel 5

Zusammenfassung

5.1 Erkenntnisse zur einleitenden Zielsetzung

Um die Fragen der einleitenden Zielsetzung moglichst objektiv zu untersu-
chen, war vor allem bei der immunhistochemischen Untersuchung der LDH-
5 im Tumor eine strukturierte Methodik notwendig, da es bis dahin keinen
Standard fiir diese Methodik gab. Um die Bewertung der LDH-5 im Tu-
mor moglichst grof zu fachern, wurde zuerst durch eine lichtmikroskopische
Bestimmung die Exprimierung der LDH-5 im Tumor in fiinf verschiedenen
Stufen unterschieden. Erst danach wurde der Grenzwert fiir jeden Para-
meter separat anhand eines objektiven Verfahrens, sprich, orientiert an ei-
ner ausgeglichenen Patientenzahl oberhalb und unterhalb des Grenzwertes,
bestimmt. Um die Wiederholbarkeit der angewandten Methode zu iiber-
priifen, wurden alle Untersuchungen in einer Kontrolluntersuchung von ei-
nem unabhéngigen zweiten Untersucher erneut durchgefiihrt. Hierbei ergab
sich fiir die Bestimmung der LDH-5-Expression kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen der Haupt- und Kontrolluntersuchung. Fiir die LDH-
5-Gesamtimpression und LDH-5-Intensitat war zwar in einem nicht-linearen
Modell ein Unterschied zu erkennen, allerdings stellte sich aufgrund der li-
nearen Korrelation zwischen der Haupt- und Kontrolluntersuchung heraus,
dass dieser Unterschied durch eine systematisch hohere Bewertung der Kon-
trolluntersuchung zustande kam. Da sich aber die Grenzwertbestimmung
separat fiir die einzelnen Parameter und Untersucher anhand der Patien-
tenzahl orientierte, gelangten sowohl bei der Hauptuntersuchung, als auch
bei der Kontrolluntersuchung iiberwiegend die gleichen Patienten in die je-
weiligen Gruppen. Diese Vermutung wurde durch den Vergleich der durch-
schnittlichen Uberlebenszeit der jeweiligen Gruppe zwischen der Haupt- und
Kontrolluntersuchung untermahlen, der in allen Gruppen nicht signifikant
unterschiedlich war. Somit konnten den immunhistochemisch bestimmten
Parametern der vorliegenden Studie aufgrund der strukturierten Methode
ein hoher Grad an Objektivitit nachgewiesen werden.
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Bei der LDH-5-Gesamtimpression, der LDH-5-Expression sowie der LDH-5-
Intensitit konnte kein signifikanter Unterschied der Uberlebenszeit zwischen
den Patienten mit schwacher und starker LDH-5-Exprimierung nachgewie-
sen werden. Allerdings zeichnete sich bei der LDH-5-Gesamtimpression und
der LDH-5-Intensitdt ein Trend ab. Die Patienten mit schwacher LDH-5-
Exprimierung dieser Parameter zeigten bis zu 20% bessere 5-Jahresiiberle-
bensraten, als die Patienten mit hoher LDH-5-Exprimierung. Da die LDH-
5-Gesamtimpression zum Teil, vor allem aber die LDH-5-Intensitit die Ak-
tivitdt der LDH-5 in den Tumorzellen vermutlich widerspiegelte, war die
bessere Uberlebenszeit der Patienten mit einer schwachen LDH-5-Aktivitét
vermutlich durch die langsamere Proliferationsrate der Tumoren bedingt.
Den Zusammenhang zwischen der LDH-5-Aktivitat und der Proliferations-
rate hatten auch schon Studien von Goldman et al. (1964), Fantin et al.
(2006) und Brand und Hermfisse (1997) beobachtet. Die LDH-5-Expression,
also die alleinige Bestimmung des Anteils von vitalen, soliden Tumorzell-
verbdnden im Tumor, liefl keinen Zusammenhang auf die Proliferationsra-
te des Tumors erkennen. Auch ein Zusammenhang zur Uberlebenszeit der
Patienten konnte bei der LDH-5-Expression in keiner Weise nachgewiesen
werden, so dass die Beobachtung von Koukourakis et al. (2003b) fiir die
LDH-5-Expression als prognostischer Marker nicht bestétigt, ja sogar wi-
derlegt werden konnte.

Im Gegensatz zu den immunhistochemisch bestimmten Parametern zeigten
die Patienten mit einer préoperativ pathologisch erhhten Serum-LDH von
iiber 240 U/L eine signifikant schlechtere Uberlebenszeit als die anderen Pa-
tienten. Da die erhohte Serum-LDH vermutlich durch die erhohte Aktivitét
der LDH im Tumor bedingt war (Goldman et al. 1964), und, wie zuvor be-
schrieben, eine erhéhte LDH-5-Aktivitdt im Tumor mit einer erhohten Proli-
ferationsrate des Tumors einhergeht, ist es ersichtlich, dass eine prioperativ
pathologisch erhthte Serum-LDH moglicherweise eine schlechte Prognose
des Patienten vorhersagen kann. Die Untersuchung des Verlaufs der Serum-
LDH konnte keinen Hinweis auf eine unterschiedliche Uberlebenszeit der
Patienten je nach Anstieg oder Abfall der Serum-LDH nach der Operation
geben. Es konnte lediglich beobachtet werden, dass die Patienten mit einer
priaoperativ pathologisch erhdhten Serum-LDH einen deutlichen Abfall der
Serum-LDH nach Resektion hatten, wie es auch Koukourakis et al. (2003b)
beschrieb.

Interessant ist nun die Frage, ob die Exprimierung der LDH-5 im Tumor mit
der Hohe der Serum-LDH korreliert. Eine lineare Korrelation zwischen die-
sen beiden Parameter konnte definitiv nicht nachgewiesen werden. Auffillig
war aber, dass die LDH-5-Aktivitéat, ausgedriickt durch die LDH-5-Intensitét,
mit der Serum-LDH in den héheren Stadien negativ korrelierte. Grund dafiir
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konnte der bei hiufig unzureichender Angiogenese in grofleren Tumoren
groffere Abstand zwischen dem Gefafi und dem Ort der Laktatbildung sein
(Giatromanolaki and Harris 2001; Vaupel et al. 2001), obwohl die LDH-
Aktivitdt bei konsekutiver Hypoxie in diesen Tumoren gesteigert sein miiss-
te. Die LDH-5-Expression korrelierte weder negativ noch positiv mit der
Serum-LDH. Auch Lukacova et al. (2008) und Koukourakis et al. (2003b)
konnten keinen iiberzeugenden Zusammenhang zwischen der Tumorlast und
der Serum-LDH feststellen. Daher muss weiterhin untersucht werden, inwie-
fern die Tumor-LDH die Serum-LDH beeinflusst. Am geeignetsten scheint
hier die Bestimmung der LDH-5-Intensitit zu sein, da sie vermutlich ein Pa-
rameter fiir die Aktivitdt der LDH-5 im Tumor ist. Die Serum-LDH miisste
prospektiv zu verschiedenen Zeiten priaoperativ und in verschiedenen Stadi-
en des Tumors bestimmt werden, um damit eventuell Riickschliisse auf die
Beeinflussung der Serum-LDH durch den Tumor zu ziehen. Mdoglicherwei-
se haben aber auch die anderen Isotopen der LDH im Tumor einen nicht
zu unterschitzenden Einfluss auf die Serum-LDH, auch wenn am Beispiel
der LDH-1, diese wesentlich schwécher im Tumorgewebe exprimiert werden
(Koukourakis et al. 2003a).

5.2 Pathophysiologische Erkenntnisse

Die LDH-5-Intensitét definiert sich durch den Grad der Anfirbung der Tu-
morzellen nach LDH-5 und ist somit vermutlich ein Marker fiir die Aktivitét
der anaeroben Glykolyse, da hier aufgrund der Hypoxie vermehrt Pyruvat
zu Laktat umgewandelt wird. Die hochste Affinitdt zu Pyruvat haben die
M-Untereinheiten der LDH, so dass hauptséchlich die LDH-5 mit ausschlief3-
lich M-Untereinheiten gebildet wird. Aufgrund des durch die erhéhte LDH-
Aktivitdt sauren Milieus des Extrazellularraumes wird angenommen, dass
die Fahigkeit der Tumorzellen zu metastasieren erhoht und die Proliferati-
onsrate der Tumorzellen gesteigert ist (Koukourakis et al. 2003b, Fantin et
al. 2006, Brand und Hermfisse 1997). Des Weiteren geht eine gesteigerte Pro-
liferationsrate zumeist mit einer strukturell und funktionell gestérten Angio-
genese und damit erhohten Hypoxie einher (Giatromanolaki and Harris 2001;
Vaupel et al. 2001), so dass auch deswegen die LDH-Aktivitit gesteigert ist.
In der vorliegenden Studie ging eine schwache LDH-5-Aktivitét, reprisen-
tiert durch eine schwache LDH-5-Intensitdt, mit besseren 5-Jahresiiberle-
bensraten der Patienten einher, so dass diese Erkenntnis die Begriindung des
negativen Einflusses einer hohen LDH-Aktivitdt im Tumor auf die schlech-
tere Uberlebenszeit der Patienten bestiirkt.

Die Tumorzellen der Lunge exprimieren vermehrt LDH-5, wobei das nor-

male Lungengewebe in der Ndhe des Tumors sowie die Fibroblasten, Endo-
thelzellen und infiltrierende Lymphozyten im Stroma des Tumors auch in
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gewissen Mafle LDH-5 exprimieren (Koukourakis et al. 2003a). In der vorlie-
genden Studie zeigte sich, dass zudem Nekroseareale eine vermehrte LDH-5-
Anfarbung zeigten. Dieses Phénomen beruhte vermutlich darauf, dass diese
Zellen schon ldngere Zeit in einem hypoxischen Milieu verweilten und somit
eine grofle Menge an LDH-5 exprimiert haben, um auch unter Sauerstoff-
armut moglichst viel ATP durch Umwandlung von Pyruvat zu Laktat zu
gewinnen. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde die Bewertung der immun-
histochemischen Parameter auch nur im Vergleich mit dem &quivalenten
nach HE-gefarben Praparat durchgefithrt, um zuerst ausschlieflich die vita-
len Tumorzellen zu identifizieren und daraufhin zu bewerten.

5.3 Klinische Implikationen

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Aussagekraft gewisser Parameter
auf die Prognose eines Patienten zu iiberpriifen, um dieses Wissen fiir eine
optimierte Planung bei der Behandlung eines Plattenepithelkarzinoms der
Lunge zu benutzen. Dabei hat sich herausgestellt, dass die prédoperative Be-
stimmung der Serum-LDH eine signifikante Aussage iiber die Prognose eines
Patienten machen kann. Auch mehrere andere Studien konnten die Aussage-
kraft der Serum-LDH beziiglich der Prognoseabschétzung bestétigen, wobei
die Patienten in diesen Studien nicht nur, wie in der vorliegenden Studie, ein
reseziertes Plattenepithelkarzinom der Lunge aus den Stadien I - III, son-
dern entweder zum Teil ein NSCLC bzw. SCLC hatten, oder sich schon in
chemotherapeutisch behandelten, fortgeschrittenen Stadien befanden (sie-
he Tab. 4.2 ). Der Vorteil der Serum-Laktatdehydrogenase ist, dass sie ein
sehr billig zu bestimmender Parameter ist und in jedem Labor bestimmt
werden kann. Diesen Vorteil hat Watine (2000) in einem Review gegeniiber
vielen anderen, schwieriger und kostenintensiver zu bestimmenden Parame-
tern, wie z.B. CA 125, Cyfra 21-1 odr p53-Antikorper, herausgearbeitet. Mit
den Ergebnissen der vorliegenden Studie wére es sinnvoll, die Serum-LDH
préoperativ bei Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom zu bestimmen,
bei denen eine kurative Resektion angestrebt wird. Somit kénnte den Pati-
enten, die prognostisch eine schlechtere Uberlebenszeit zu erwarten haben,
eine intensivere adjuvante Therapie zuteil werden.

Die prognostische Aussagekraft der immunhistochemisch bestimmten Para-
meter ist fraglich, da die einzelnen Parameter bei keiner Bestimmung einen
signifikanten Unterschied in der Prognose eines Patienten je nach Hohe der
quantitativen bzw. qualititativen LDH-5-Exprimierung im Tumor feststellen
konnten. Die LDH-5-Expression korrelierte in keiner Weise mit der Uberle-
benszeit der Patienten. Im Gegensatz dazu zeigte aber sowohl die LDH-
5-Gesamtimpression, als auch die LDH-5-Intensitdt bei schwacher Expri-
mierung eine bessere 5-Jahresiiberlebensrate als bei starker Exprimierung.
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Besonders deutlich wurde dieser Unterschied fiir die LDH-5-Intensitét bei
Ausschluss aller Patienten, die aufgrund anderer Storfaktoren nicht an den
Folgen des Priméartumors verstorben waren oder nicht kurativ operiert wer-
den konnten. Nach Ausschluss eben dieser Storfaktoren zeigten die Patien-
ten mit schwacher LDH-5-Intensitét eine bis zu 20% bessere 5-Jahresiiber-
lebensrate als die Patienten mit starker LDH-5-Intensitéit. Moglicherweise
beschreibt die LDH-5-Intensitéat die Aktivitdt der Tumorzellverbénde, was
auch die Korrelation einer starken LDH-5-Intensitdt mit einer schlechteren
Prognose der Patienten erklidren wiirde. Dieser Unterschied reicht sicherlich
nicht aus, um diesen Parameter in den klinischen Alltag als Diagnostikum
einzusetzen, allerdings sollten die Erkenntnisse Anlass dazu geben, die Aus-
sagekraft dieses Parameters in grofleren, prospektiv angelegten Studien zu
tiberpriifen.

5.4 Reevaluierung des Studienkonzepts

5.4.1 Datenerhebung

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte in einem festen Zeitraum nach
ganz klaren Einschlusskriterien: der Entitédt, dem Plattenepithelkarzinom
der Lunge, und dem Vorhandensein eines priaoperativen Serum-LDH-Wertes
innerhalb drei Monate prioperativ, so dass in diesem Zeitraum jeder Patient
mit diesen Kriterien in die Untersuchungen integriert wurde. Ein Jahr nach
Rekrutierungsende konnte bei 100% der Patienten eine Statusreevaluation
erfolgen. Im Vergleich dazu, konnten bei Koukourakis et al. (2003b), dessen
Studie in etwa die gleiche Problematik wie diese Studie behandelte, 93% der
Patienten reevaluiert werden, so dass in dessen Studie die Untersuchungen
auf die Uberlebenszeit der Patienten nicht vollstindig reprisentativ waren.
Um ein vollig reprisentatives Kollektiv zu haben, hitte die prédoperative
Serum-LDH prospektiv von jedem Patienten erhoben werden miissen. Die
Erhebung der Serum-LDH-Werte in der vorliegenden Studie erfolgte retro-
spektiv, so dass auf die LDH-Bestimmung kein Einfluss genommen wer-
den konnte. Um aber in der vorliegenden Studie ein vollig représentati-
ves Kollektiv fiir das Plattenepithelkarzinom der Lunge haben zu wollen,
hétte die praoperative Serum-LDH prospektiv erhoben werden miissen, um
tatsdchlich alle Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Lunge in
die Untersuchungen integrieren zu kénnen.

5.4.2 Serum-LDH

Fiir eine absolut vergleichbare Korrelation zwischen der Serum-LDH und
der Uberlebenszeit hitte der prioperative sowie postoperative Serum-LDH-
Wert prospektiv abgenommen werden miissen, da die Serum-LDH vermut-
lich durch den Tumor in einer bisher noch nicht bekannten Weise beeinflusst
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wird. Diese LDH-Bestimmung miisste an einem festen pri- sowie postope-
rativen Tag erfolgen, um die Vergleichbarkeit zwischen den Patienten zu
gewdhrleisten. Um die Korrelation zwischen der Serum-LDH und der Tumor-
LDH zu iiberpriifen, miisste die Serum-LDH am Tag der OP kurz vor Re-
sektion bestimmt werden, so dass das Zeitintervall zwischen der Bestim-
mung des Serum-LDH-Wertes und der Tumorresektion moglichst gering ist.
Dies wiirde einen annéhernd gleichzeitigen Blick auf den Serum-LDH-Spiegel
und dem pathophysiologischen Pendent der LDH-5-Exprimierung im Tumor
ermoglichen.

5.4.3 Immunhistochemische Methodik

Um das reprisentativste Prédparat eines Tumors fiir die Untersuchungen zu
wéhlen, wurde die Auswahl anhand der pathologischen Befunde sowie unter
direkter lichtmikroskopischer Selektion eines erfahrenen Pathologen getrof-
fen. Die Herstellung der Tumorschnitte, die nach LDH-5 gefiarbt werden soll-
ten, wurden anhand eines bewéhrten Standards angefertigt. Die optimalste
Einwirkdauer und Konzentration der darauffolgenden Inkubation der Tu-
morschnitte mit der LDH-5 wurde mit Hilfe einer erfahrenen Laborantin in
zahlreichen Versuchen ausgetestet, so dass eine fehlerhafte Herstellung und
Vorbereitung der Tumorschnitte so gut wie ausgeschlossen ist.

5.4.4 Cutt-off-Werte

Da die Hohe des Grenzwertes zwischen einer normalen und pathologischen
hohen Serum-LDH in der Literatur erheblich divergiert, wurde die Hohe des
Grenzwertes in der vorliegenden Studie durch Addition einer Standardab-
weichung zum Mittelwert der prdoperativen Serum-LDH berechnet. Der so
errechnete Grenzwert glich in etwa den iiberwiegend beobachteten Grenz-
werten, sowie dem bei der klinischen Beurteilung der Serum-LDH iiblichen
Grenzwert. Die Studie von Eberhardt et al. (1998), die von der epidemiologi-
schen Patientenverteilung der vorliegenden Studie sehr d&hnelte, verwendete
exakt den gleichen Grenzwert und ermittelte auch statistisch signifikante
Ergebnisse. Dies untermauert eine sinnvolle Festlegung des Grenzwertes in
der vorliegenden Studie. Allerdings muss dieser Grenzwert in weiteren Stu-
dien iiberpriift werden, da die Gruppe an Patienten mit einem pathologisch
hohen Grenzwert in der vorliegenden Studie sehr gering war.

Da sich bei den immunhistochemisch untersuchten Parametern bisher keine
Grenzwerte bewihrt haben, orientierte sich die Festlegung der Grenzwer-
te zwischen den fiinf bestimmten Abstufungen anhand einer ausgeglichenen
Patientenzahl oberhalb und unterhalb der Grenzwerte. Diese Grenzwerte
waren flexibel, d.h. dass fiir jeden Untersucher ein eigener Grenzwert exis-
tierte. Der Vorteil war, dass bei einer subjektiven Methode, wie einer semi-
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quantitativen Untersuchung, der Grenzwert bei einer systematischen Uber-
oder Unterbewertung nicht rigide war, sondern der Bewertung folgte, und
dementsprechend hoher oder tiefer war als zum Voruntersucher. Daher blie-
ben die Patienten im Endeffekt in der gleichen Gruppe. Koukourakis et al.
(2003b) hatte beispielsweise drei Gruppen und definierte den oberen Grenz-
wert in gleicher Weise wie diese Studie, wobei kein Kriterium fiir die Defi-
nierung des unteren Grenzwertes genannt wurde, so dass die Interpretation
der Ergebnisse fraglich ist.

5.4.5 Immunhistochemische Bewertung

Das grofite Fehlerpotential war bei der semiquantitativen Bewertung der
immunhistochemisch angefirbten Praparate moglich, so dass die Ausarbei-
tung der Methodik aiiflerst strukturiert erfolgte. Um moglichst viele Ab-
stufungen der Anfirbung beurteilen zu koénnen, erfolgte die Unterteilung
in fiinf sinnvoll erscheinende Abstufungen, die jeweils zwei Untersucher un-
abhéngig voneinander an allen Objekttragern ermittelt haben. Vor der ei-
gentlichen Bewertung der immunhistochemischen Féarbung hatte jeder Un-
tersucher mehrere Priaparate gesehen, um sich einen Eindruck iiber das Spek-
trum der Anfirbung zu machen. Obwohl ein systematischer Unterschied
bei der Bewertung der LDH-5-Gesamtimpression und LDH-5-Intensitét auf-
fiel, korrelierten die Bewertungen der Untersucher zwischen der Haupt- und
Kontrolluntersuchung bei allen immunhistochemischen Parametern trotz-
dem gut miteinander. Dieser Unterschied fiel bei den Untersuchung auf die
Uberlebenszeit nicht ins Gewicht, aufgrund der zuvor beschriebenen Bestim-
mung der Grenzwerte. Kolev et al. (2008) versuchte eine hohe Korrelation
zwischen den Untersuchern zu erreichen, indem die Untersucher bei einem
Unterschied in der Bewertung den Dialog suchten. Bei diesem Verfahren ist
die Unabhéngigkeit zwischen dem Untersucher jedoch nicht mehr gegeben
und die Methodik der Studie in Frage zu stellen. Da bisher keine umfassende
Literatur fiir die immunhistochemische Bewertung der LDH-5 in Tumoren
existiert, miisste das Verfahren der Bewertung der vorliegenden Studie in
weiteren Studien gepriift werden. Sicher ist aber, dass die Wiederholbarkeit
der immunhistochemischen Bewertung in der vorliegenden Studie gegeben
war.

5.4.6 Fazit

Resultierend war die grofite Schwierigkeit in der vorliegenden Studie die Be-
wertung der immunhistochemischen Praparate, da gerade die LDH-5 bisher
nur in wenigen Studien untersucht wurde, sodass sich ein optimales System,
der in gewisser Weise subjektiven Bewertung, noch in weiteren Studien her-
ausstellen muss, um damit auch die Ergebnisse der einzelnen Parameter,
allen voran der LDH-5-Intensitét, zu verfestigen.
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