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1. Einleitung

Das Bronchialkarzinom ist die haufigste Tumorerkrankung der westlichen Industrie-
nationen. Weltweit gibt es jahrlich ca 1,3 Milli onen Neuerkrankungen mit steigender
Tendenz, insbesondere bei Frauen und jungen Patienten. Jahrlich sterben in
Deutschland Uhker 45.000 Personen an den Folgen eines Bronchialkarzinoms. In
Deutschland ist das Bronchialkarzinom bei den Mannern der am héufigsten zum Tode
fihrende maligne Tumor. Statistisch erkrankt jeder zwanzigste Mann an einem
Bronchialkarzinom. Bei den Frauen steht in Deutschland das Bronchialkarzinom noch
hinter dem Mammeakarzinom und dem Kolonkarzinom in der Statistik der durch
Malignome bedingten Todesursachen. Aufgrund cer zunehmenden
Erkrankungshéufigkeit ist jedoch damit zu rechnen, dassin den kommenden Jahren -
wie heute schonin den USA - auch in Deutschland das Bronchialkarzinom die haufigste
malignombedingte Todesursache bei Frauen sein wird. Wahrend beim Mann de
Inzidenz ein Plateau erreicht hat und in enigen Landern sogar leicht rucklaufig ist,
steigt sie beim weiblichen Geschledht seit 1965 koninuierlich an. Zur Zeit liegt das
Verhdltnis von Méannern zu Frauen hinsichtlich der Todesrate bei 4 zu 1. Dieses wird
sich aber aufgrund des raschen Erkrankungsanstiegs bei den Frauen zu deren Ungunsten
deutlich verschieben. Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen dem 45. und 65.
Lebengahr, wobei zunehmend auch jingere Menschen an einem Bronchialkarzinom
erkranken.

Das aktive, inhalative Zigarettenrauchen stellt den wichtigsten exogen Risikofaktor dar.
Aktive Raucher haben —in Abhangigkeit von z.B. Anzahl der Zigaretten, der Dauer der
Expaosition, der Tee-, Nikotin- und Benzpyrenkoreentration — ein 15 bs 35fach
hoheres Risiko, an einem Bronchialkarzinom zu erkranken, als Nichtexponierte.
Pasdvraucher haben ein ZXadch hdheres Risiko. Neben dem Zigarettenkonsum sind
weitere exogene Noxen as ausldsende Faktoren eines Bronchialkarzinoms bekannt.
Karzinogene Wirkungen sind ua. fir Asbest, Chromat, Nickel, Uran, Zink, Kokereigase

sowie fur palyzykli sche K ohlenwasserstoffe nachgewiesen worden.

Die Prognase der Patienten mit einem Bronchialkarzinom ist insgesamt schlecht. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate liegt zwischen 8 und 13 Prozent. Typische Friihsymptome

existieren nicht.



Histopathologisch urterscheidet man das nicht-kleinzellige (ca 75 bs 80 Prozent) von
dem kleinzelligen (ca. 20 bs 25 Prozent) Bronchiadkarzinom (SCLC). Zu dem nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC) werden das Plattenepithelkarzinom, das
Adenokarzinom und ds grossellige Karzinom gerechnet. Der histopathol ogischen
Unterscheidung in nicht-kleinzelliges und Keinzelliges Bronchialkarzinom kommt fir
die weitere Diagnastik, Therapie und Prognose @ne entscheidende Roll e zu.

Das nicht-kleinzellige ist im Vergleich zum kleinzelli gen Bronchialkarzinom durch eine
langsamere Proliferationsrate, eine langere Tumorverdopdungszeit, ene spétere
M etastasi erungstendenz und eine méssgere Chemosensibilit & gekennzeichnet.

Neben dem histopathologischen Typ ist die Ausbreitung des Tumors, das Stadium, der
bisher wichtigste bekannte prognaostische Parameter.

Die Stadieneinteilung des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms erfolgt nach der
TNM-Klasgfikation.

Fur das NSCLC ist zur Zeit die 5. Auflage der TNM-Klassfikation von 1997glltig
(108 (Anhang 1). Beziglich der Einstufung von intrapumonalen Tumorherden, de
getrennt vom Priméartumor liegen und de gleiche Histologie haben, ergibt sich in der
jetzigen 5. Auflage @ne Verdnderung im Vergleich zur 4. Auflage von 1993 Liegen de
Tumorherde im gleichen Lungenlappen wie der Primartumor, erfolgt die Klasdgfikation
als T4. Befinden sich de Tumorherde hingegen in einem anderen Lappen als der
Primartumor, wird M1 klassfiziert.

Die Stadien | und Il wurden in der 5. Auflage (108) (Anhang 2) jeweil s neu urterteilt in
die Stadien 1A (TINOMO) undIB (T2NOMO) bzw. 1A (TINIMO) undIIB (T2N1MO).
Ein T3-Tumor, bel dem keine regiondren Lymphknden- oder Fernmetastasen vorliegen,
wird nicht mehr dem Stadium II1A, sondern aufgrund der hnlichen Prognase neu dem
Stadium IIB zugerechnet.

Bel Diagnosestellung liegt bei etwa 23 Prozent der Patienten ein lokal begrenztes
Tumorstadium | und Il, bel 44 Prozent ein lokal fortgeschrittenes Stadium [11A/B und
bei 33 Prozent der Patienten ein fernmetastasiertes Stadium (1V) vor (13).

Bei Patienten mit einem Tumorstadium | betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate nach
kompletter Resektion 50 hs 75 Prozent, im Stadium 1l lediglich nu noch 30 bs 50



Prozent. Im Tumorstadium I11A sind Patienten mit einem T3N1-Status von denen mit
einem N2-Lymphkndenstatus prognostisch zu urterscheiden. Liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate beim T3N1-Status noch zwischen 30 und 4@Prozent, so ist die Prognose
beim N2-Lymphkndenstatus shledhter. Hier belauft sich das 5-Jahres-Uberleben nach
Resektion undadjuvanter Strahlentherapie fir das Gesamtkoll ektiv aler Patienten mit
einem N2-Lymphkndenstatus auf 10 Wds 15 Prozent, wobei die Prognose mit der
Ausdehnung und cer Lokalisation des N2-Lymphkndenbefalls variiert. Bei Befall nur
einer N2-Lymphkndenstation kann de 5-Jahres-Uberlebensrate tiber 20 Prozent liegen,
wahrend dese bei mehreren pasitiven N2-Lymphkndenstationen héaufig unter 10
Prozent sinkt. Tumordse Lymphknden in der Hauptbifurkation und @radsophaged
sind prognaostisch eher ungunstig (102).

Fur das Stadium 111B liegt das 5-Jahrestiberleben bei durchschnittlich 5 Prozent nach
aleiniger Strahlentherapie, wobei auch hier der N3-Lymphknaenstatus prognastisch
ungunstiger ist as die T4-Tumoren. Eine Ausnahme machen hier die malignen
Pleurarergisse, die @ne &nlich schlechte Prognose wie das fernmetastasierte Stadium
bedingen (5-J-ULR < 2 Prozent) (14).

Die Tumorausbreitung stellt beim nicht-kleinzelligen Bronchiakarzinom den
entscheidenden prognostischen Faktor dar. Da &er aufgrund fehlender charakteri-
stischer Symptomatik die Frihdagnase oft nur ein Zufal sbefundist und selbst im sehr
friihen Stadium die 5-Jahres-Uberlebensrate nicht ber 75 % liegt, kommt der Iden-
tifikation Wologischer Marker zur prognostischen Voraussage ene besondere Bedeu-
tung zu. Eine zusétzli che Klassfizierung der resektablen Stadien nach Risiko beziiglich
eines postoperativen Rezidivs wirde ene ajuvante, individuelle Therapie emadglichen

und damit eventuell zu einer verbesserten Prognose fihren (110, 128.

Zu den wichtigsten hisher untersuchten klinischen Faktoren in Bezug auf ihre prog-
nostische Voraussage gehdren neben dem Tumorstadium das Ausmass des Gewichts-
verlustes und de Leistungsfahigkeit nach der Karnofsky-Skala (Anhang 1), welche in
multivariaten Analysen as unabhéngige prognostische Faktoren identifiziert wurden
(75, 78, 92. Dartber hinaus ist as weiterer klinisch bedeutsamer Faktor das Alter zu
nennen, welches u.a. aufgrund vonMultimorbiditdt und eingeschrénkter therapeutischer
M 6glli chkeiten einen negativen Einflussauf das Uberleben hat (78, 13B).



Bel der Tumorausbreitung wurde sowohl fir die Tumorgrosse ds auch fur den Lypmh-
knotenstatus eine unabhéngige prognastische Bedeutung nachgewiesen (35). Der histo-
logische Typ stellt beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom keinen prognastischen
Faktor dar (35, 50. Der Differenzierungsgrad konrte bisher ebenfalls nicht als scherer
beanflussender Faktor identifiziert werden (35, 110Q. Die Proliferationsrate, quantifi-
zierbar durch den Mitose-Index, die Flow-Zytometrie und s proliferating cell nuclear
antigen (PCNA), zeigte nach hisherigen Studien Einfluss auf das Langzeit-Uberleben
beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom; PCNA wird im lokal begrenzten Stadium
als prognostisch unabhéngiger Faktor diskutiert (54, 110. Die Blutgefassnvasion eines
Tumors, welche durch vermehrte Neoangiogenese indwziert wird, wurde in mehreren
Studien als prognostisch wichtig eingestuft (68, 69. Auch de Lymphgefassnvasion

wurde ds Indikator fur eine schlechte Prognase beschrieben (50).

Bisher war es leider nicht moglich, einen fur das nicht-kleinzelli ge Bronchialkarzinom
spezifischen Tumormarker im Serum zu identifizieren. Serum-Marker wie z.B. das
carcinoembryonale Antigen (CEA), CYFRA 21-1, SCC stellten sich als zu urspezifisch
heraus, da sie sowohl bei anderen malignen Erkrankungen, als auch bel benignen
Erkrankungen, erhoht sein konren. Diese Marker spielen heutzutage in der Diagnastik,
im Therapieverlauf undin der Tumornachsorge beim NSCLC keine Rolle.

Zu den prognostisch relevanten Proto-Onkogenen gehdren beim nicht-kleinzelli gen
Bronchialkarzinom zum einen das K-ras-Onkogen, welches fir das p2l-ras-Protein
kodiert undeine Roll e bei der Signavermittlung von Proliferationssgnalen spielt (106)

und zum anderen das Her2-Gen. Das Her2-Gen kodert fur ein 18-kD Protein, das zu
der transmembranadren EGF-Rezeptorfamilie gehort und kei Adenokarzinomen mit einer
schlechten Prognose asziiert sein soll (115). Das Proteinproduk des Proto-Onkogens
bcl-2 inhibiert den programmierten Zelltod (Apoptose) und wird duch das homologe
Protein BAX gehemmt Dieses bil det Heterodimere mit bcl-2 underhdht somit die Rate
der Zelltode. Die bcl-2/BAX-Ratio scheint ebenfalls einen Einfluss auf das Uberleben
zu haben (62, 99. Bei den Tumorsuppressorgenen ist hier vor alem p53 zu nennen,
welches als Antwort auf DNA-Schaden einen Arrest des Zellzyklus indwzieren kann.
Desweiteren wird duch dieses Gen de Zellapoptose vermittelt. Die Rolle von p53als
prognostischer Faktor ist beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom all erdings bisher
noch ungklart. Sowohl Uber einen prognostisch gunstigen, als auch Uber einen



ungunstigen Einfluss auf das Uberleben wurde berichtet (46, 49, 85,108). Auch das
Retinodastom-Gen Rb scheint unter den molekularen Tumormarkern von
prognostischer Relevanz zu sein (114). In Kinischer Anwendung befinden sich von
diesen genannten molekularen Markern bisher nur das ras-Gen und s p53-Gen, wobel
letzteres kontrovers diskutiert wird. Die Molekulargenetik fuhrte bisher bei der
Frihdagnaose und V erlaufsbeobadhtung beim nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom zu
keinem Fortschritt.

Die Angiogenese, d.h. de Blutgefassneubil dung aus praexistenten Blutgefasen, ist ein
physiologischer Vorgang, der unter anderem bel der Wundteilung und keim Wadstum
zu finden ist. Angiogenese mit Krankheitswert findet man, neben beispielsweise
okulérer Neovaskularisation bei diabetischer Retinopathie oder Gefassneubildung bel
rheumatoider Arthriti s, besonders beim Tumorwacdhstum (20).

Ohne a@ne ausreichende Gefasssersorgung wird das Wadistum der stark stoffwedsel-

aktiven Tumorzellen duch de langsame Diff usionsrate von Sauerstoff und Wacdstums-

faktoren limitiert (74). Darliber hinaus i€t die Vaskularisation eines Tumors eine

grosse Rolle bei der Metastasierung und hat dadurch Einflussauf das Langzeittiberleben

der Patienten (68, 77. Zur Auslésung einer pathologischen Angiogenese sind vier

wichtige Ereignisse im Umfeld des Tumors erforderlich:

1. Eine hypoxische Episode, welche die Freisetzung von Wadstumsfaktoren induziert.

2. Die durch Wadstumsfaktoren  hervorgerufene  Aktivierung  ener
Endahel zell proliferation.

3. Die Migration vonEndahelzellen in Richtung der chemotaktisch stimulierenden
Quéelle.

4. Die Degradation der extrazelluldren Matrix, welche den Endahelzellen eine
Invasion ins umgebende Gewebe emaglicht (74).

Dieser Prozess wird duch endokin, parakrin und autokrin  wirksame
Wadstumsfaktoren im Zusammenspiel mit speziellen Rezeptoren, Protessen und
Adhésionsmol ekiilen gesteuert (17).

Beim nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom gab es in einigen Studien Hinweise, dass

die Angiogenese @nen prognostisch signifikanten Einflussauf die rezidivfreie Zeit und



das Gesamtiiberleben haben konrte (4, 30, 3). Dartiber hinaus wurde @ne ehoéhe
Vaskularisation schonim sehr friihen Stadium nadhgewiesen, was, bel der Suche nach
einem mit Gefassvachstum assozii erten Tumormarker, von grosser Bedeutung ist (31,
69, 99.

Eine durch den angiogenetischen Prozess geforderte Absiedlung von Mikrometastasen
scheint ein wichtiger Schritt beim M etastasi erungsgeschehen zu sein (47, 69.

Folgende Regulationsfaktoren der Angiogenese sind beim  nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom untersucht worden und beten einen moéglichen Ansatz zur

Evaluierung des Metastasi erungsrisikos eines Tumors:

Zu den Wachstumsfaktoren, welche u.a. von Endathel- und Tumorzellen freigesetzt
werden und im Stroma a1 l6sliche Rezeptoren hinden, gehdrt unter anderem der
vascular endahelial growth faktor (VEGF). Von desem wurden bisher 5 Isoformen
beschrieben, de durch dfferentiell es Splicen entstehen. Es handelt sich dabei um einen
Vorgang bei der Proteinbiosynthese, wobel fir ein Protein codierende m-RNA-
Abschnitte (Exons) aus der Gesamt-RNA herausgetrennt und separat zusammengefiigt
werden. Bei unterschiedlichen Variationen deses Vorgangs entstehen verschiedene
VEGF-Formen, de dle ene Proliferation von Endahelzellen anregen (74). VEGF ist
ein dmerisches Glykoprotein, welches Ahnlichkeit mit dem platelet derived growth
fador (PDGF) besitzt undan Rezeptoren aus der Familie der Tyrosinkinasen, VEGFR-1
undVEGFR-2, hindet (43).

Die VEGF-Expresson wird duch viele Faktoren beeinflusg. Hierbel spielt vor allem
die Hypoxie ane sehr wichtige Rolle. Durch die Entstehung des sogenannten Hypoxie-
indwzierten Faktors 1a wird de Transkription vonVEGF bei vermehrter Stabili sierung
der VEGF-m-RNA indwziert (66, 67. Medanismen auf transkriptioneller Ebene, die
eine vemehrte Bildung von VEGF indwzieren konren, werden ua. durch PDGF, basic
fibroblast growth factor (bFGF), tumor necrosis fador a (TNFa), transforming growth
fador o und (TGFa,B) ausgelOst (42, 7). Sowohl Zellen mit aktivierten Onkogenen,
wie z.B. dem ras-Gen, als auch mit Verlust von Tumorsuppresorgenen kénren erhdhe
Mengen an VEGF sezernieren (34, 97. Neben der vermehrten Proliferation und
Migration von Endahelzellen fahrt VEGF zu einer erhohten Permedbilité von



Geféssen, was die Aussaa der Tumorzellen in den Blutkreislauf erleichtern kann (28,
88). Moglicherweise kommt VEGF beim Metastasierungsgeschehen daher ene
wichtige Schlts=lrolle zu (32, 73.

Ein anderer Wadstumsfaktor ist der platelet-derived endahelial cell growth factor
(PDECGF), welcher u.a. von Thrombozyten sezerniert wird. Es handelt sich hierbel um
eine Thymidinphasphaylase, welche eenfalls zu verstérkter Angiogenese und zu
vermehrtem Tumorwadstum fuhren kann (79, 8Q. Auch der basic fibroblast growth
fador (bFGF) fuhrt zu erh6htem Gefassvachstum, wobei dieser an speziell e Proteine in
der extrazelluldren Matrix bindet und urier Einwirkung proteolytischer Enzyme
freigesetzt wird (121). Ein prognostischer Einfluss von bFGF wurde beim nicht-
kleinzelli gen Bronchialkarzinom in mehreren Publikationen dskutiert (40, 123.

Bel der Regulation der Angiogenese spielen Proteasen eine wichtige Rolle. Sie fuhren
ua zu ener Degradation der Basalmembran und der umgebenden extrazelluldren
Matrix (59, 64. Eine wichtige Untergruppe dieser Enzyme sind Zink-abhangige
Endopeptidasen, welche in sezernierter und an Zellmembranen gebundcenen Form
vorkommen. Diese sogenannten Metall oproteinasen (MM P) verfligen Uber ein breites
Substratspektrum, wobei es hierbei auch zu Uberlappungen urter den einzelnen
Enzymen kommt Dies widerspricht der bisherigen Annahme @ner Substratspezifitét,
die zu einer Untergliederung der Metall oproteinasen in Koll agenasen, Stromolysine und
Gelatinasen fuhrte. Man geht in jingster Zeit aus diesem Grund dhzu (ker, an Stelle
eines die Funktion keschreibenden Namens die MM P mit einer Nummer zu versehen
(998).

Neben der regulativen Funktion bei der Angiogenese haben dese Endgpeptidasen urter
anderem auch einen Einfluss bei Umbauprozeseen wahrend des Wadstums, bel
Reparationsprozesen oder beim Menstruationszyklus (109). Bisher wurde den MM P
eine SchliseElfunktion bei der Degradation der Basamembran und dr damit
einhergehenden Gewebspenetration undIntravasation von Tumorzell en zugeschrieben.
Neuere Untersuchungen haben aber gezeigt, dassdiese Enzyme ene viel umfassendere
Funktion in der Entwicklung und Aufredhterhaltung eines Mili eus haben, welches das
Wadhstum und de Angiogenese von Primarius und Metastasen fordert (82). Mit

Ausnahme von MMP-2 und @&n membranverankerten MMP werden de

10



Metalloproteinasen nu unter Einfluss bestimmter inflammatorischer Zytokine und
Wadstumsfaktoren, wie z.B. IL-1, TNF oder TGF-3 exprimiert (98). Die Freisetzung
erfolgt in Form von inaktiven Proenzymen, welche durch Autokatalyse oder
enzymatisch aktiviert werden. Diese Aktivierung steht im Gleichgewicht mit einer
Inhibition duch inaktivierende Proteine, den so genannten tissue inhibitors of
metall oproteinases (TIMP), und verhindert somit eine Uberschiessende Gewebede-
struktion (58, 104. MM P-9, welche auch als 92 kDa Gelatinase bezeichnet wird, kann
neben Gelatin auch Kollagen, Elastin, Fibronektin undweitere Proteine in der extrazel-
luléren Matrix abbauen (82, B).

Beim nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom gab es einige Hinweise aif erhohte MM P-
9-Plasmaspiegel (12, 51). Untersuchungen zur Expresson von MMP-9 und seiner
prognaostischen Aussage beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom erbrachten hbisher
jedoch sehr widerspriichliche Ergebnisse (36, 60. Zur Klarung dieser Frage bedarf es

weiterer prospektiver Studien.

Weitere regulative Faktoren sind Adhasionsmolekile, die @ne wichtige Funktion bei
den Zell-Z€ll-Verbindungen haben. Der Kontaktverlust von Zellen urtereinander ist der
erste Schritt im Metastasierungsprozess und steht in Abhangigkeit zur regelrechten
Funktion deser Molekile. Beim Gefassvadstum erméglichen de Adhdsionsmolekiile
eine tubdére Formation der Endahelzellen. Man urtergliedert diese cdl adhesion
moleaules (CAM) in vier Gruppen: Cadherine, Seledine, Immunglobuine und Integrine
(17, 84, 11).

Es wird ua ein Zusammenhang zwischen der Expresson bestimmter Cadherine und
der Tumorinvasion kew. Metastasierung beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom
vermutet (99, 105, 111

Wadstumsfaktorrezeptoren, wie z.B. epidermal growth fador receptor (EGFR) und c-
erbB-2 sind auch wichtige angiogenetische Regulationsfaktoren, deren prognostischer
Einfluss beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom schon keschrieben wurde (96,
111).

11



Zid dieser Arbeit war es zu urtersuchen,

- obeseneKorrelation zwischen den prétherapeutischen Serumspiegeln vonVEGF
und MM P-9 und an Tumorstadien beim NSCLC gibt.

- obeseneKorreation zwischen den VEGF- und MM P-9-Serumspiegeln und @ém
1- Jahres-Uberleben gibt.

- ob VEGF undMM P-9 sowohl in urivariater als auch in multivariater Analyse eéne
Rolle ds prognostische Faktoren beim NSCLC spielen.

12



2. Material und Methoden

2.1 Patientenkall ektiv

In deser prospektiven Untersuchung wurden von insgesamt 118 Patienten mit einem
nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom Daten erfasd und Seren urtersucht. Vonden 118
Patienten wurden 72 Patienten mit einem lokal begrenzten oder operablen lokal fortge-
schrittenen Tumorstadium in der Sektion fur Thoraxchirurgie des Allgemeinen
Krankenhauses in Harburg in der Zeit von September 1998 bs Oktober 1999 opriert.
46 Patienten befanden sich bei Diagnosestellung in einem inoperablen lokal
fortgeschritten oder fernmetastasierten Tumorstadium undwurden in dem Zeitraum von
Dezember 1997 bs November 1998in einer von cer Abteilung fir Hamatologie und
Onkadogie des Universitétsklinikums Hamburg-Eppendorf geleiteten multi zentrischen
Phase |1-Studie mit einer Kombinationschemotherapie bestehend aus Gemcitabin und
Vinorelbin behandelt.

2.2 Datenerfasaing

Alle Patienten gaben zu Beginn der prospektiven Untersuchung ihr Einverstéandis zur
Datenerhebung und -auswertung sowie zur serologischen Untersuchung ihres Blutes.
Zuerst wurden die pr& und perioperativen Daten der operierten Patienten den Kranken-
akten entnommen bzw. direkt vom Patienten erfragt und anschliesend in ein
Auswertungsschema tbertragen. Um Informationen Uber den paostoperativen Verlauf zu
erhalten, wurde an Jahr postoperativ den Hausérzten ein Fragebogen zugesandt bzw.
direkt Kontakt mit den Patienten aufgenommen. Fir die chemotherapierten Patienten
wurden ebenfals die Daten var, wéhrend undnad der Chemotherapie dokumentiert
undin ein Auswertungsschema tbertragen.

2.3 Serologische Untersuchungen

Von allen Patienten wurden drekt vor der Operation kew. direkt vor der Chemotherapie
10 ml Vollblut entnommen. Das Serum wurde nach Gerinnung und Zentrifugation vam
korpuskuléren Anteil getrennt und kel -80 °C bis zum Zeitpunk der Bestimmung der
MM P-9- bzw. der VEGF-K onzentration eingefroren.

13



Bestimmung der MM P-9- undVEGF-K onzentration mittels ELISA
Die MMP-9- und VEGF-Serumkonzentrationen wurden in der vorliegenden Arbeit
mittels Human MMP-9 (total) Immuncessy Quantikine™ und Human VEGF

Immuncessay Quantikine™ der Firma R&D Systems, Minnegdlis, Minnesota, USA,
bestimmt.

Testprinzip

Bel diesem Assay wird eine Mikrotiterplatte mit spezifischen, gegen ein bestimmtes
Antigen gerichteten, monoKonalen Antikdrpern beschichtet. Bei Inkubation mit Serum-
proben wird das zu bestimmende Antigen von den immobili sierten Antikorpern zu
Antigen-Antikorper-Komplexen  gebunden.  Nadh  Auswaschen  ungebundener
Substanzen wird de Titerplatte mit Enzym-markierten, antigenspezifischen Antikorpern
inkubiert, was as Sandwichmethode bezeichnet wird. Nach dem Auswaschen
ungeburdener Antikorper wird eine Substratlosung hnzugegeben, welche durch de
antikdrpergeburndenen Enzyme zu einem farbigen Produk umgesetzt wird. Die
Farbintensitét, welche proportional zur Antigenkorzentration ist, wird nach Zugabe
einer Stoploésung phaometrisch bestimmt. Die Serumkonzentration wird duch den
Vergleich mit Standards bekannter Antigenkoreentration ermittelt.

Testdurchfiihrung
1. Bei der Bestimmung der MM P-9-K onzentration wurden die Seren zunéchst 100fach

mit einem Assay-Puffer verdunr, bei der Untersuchung der VEGF-Konzentration
konrte unverdiinrtes Serum verwendet werden.

2. Zur Herstelung ener Standardverdinnungsreihe wurde der in  Pulverform
vorliegende MM P-9-Standard zunadhst in desionisiertem Wassr und der VEGF-
Standard in Assay-Puffer aufgel 6st.

3. Be beiden Untersuchungen wurden Assay-Puffer und Serumproben bzw. Standards
fur 2 Stuncden inkubert.

4. Nadc 3 Waschvorgangen mit einem Wasch-Puffer, welcher mit desionisiertem
Wassr zunachst verdiint werden musge, wurde das Konjugat mit den Enzym-
markierten Antikorpern hinzugegeben. Bei MMP-9 betrug die Inkubetionszeit 1
Stunde; bel der VEGF-Bestimmung musde 2 Stunden inkubiert werden.

5. Nadh erneuten 3 Waschvorgangen wurde die Mikrotiterplatte mit der Substratl6sung
bei beiden Untersuchungen fir 30 Minuten inkukiert und dann nach Zugabe der
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Stoplosung die Farbintensitét der einzelnen Proben phdometrisch bel einer
Wellenlédnge von 450 m bestimmt. Aus den hierbei gemessenen Extinktionswerten
werden nadch urten beschriebenem Prinzip de Serumkonzentrationen errechnet.

Berechnung der Ergebniss

Es wurden fr jede Probe Doppelbestimmungen durchgeftihrt, wobei aus beiden Extink-
tionswerten das mathematische Mittel bestimmt wurde. Die Standardkurve wurde unter
Verwendung der speziellen Software Delta SOFT3 der Firma Bio Metalli cs Princeton,
New Jersey, USA, am Computer erstellt. Die Extinktionswerte der Standardreihe
wurden auf der Ordinate gegen de Konzentrationswerte auf der Abszise auf beiden
Achsen logarithmisch aufgetragen und mit Hilfe des Computerprogramms eine
Regressonsgerade errechnet. Aus den Extinktionsmittelwerten der Serumproben
konnen dann de Konzentrationen durch Bezugnahme aif die Eichkurve ermittelt

werden.

Normbereiche

Vom Herstell er wurden fur VEGF-Serumkonzentration ein Normbereich von 62- 707
pa/ml angegeben. Bei MM P-9 liegen de Normwerte laut Angaben des Herstellersim
Bereich von 169 705ng/ml.

Sensitivitat

Die unterste Nachweisgrenze des verwendeten ELISAs betrug nadh Angaben des
Herstellers bei der Untersuchung von Serum auf MM P-9 0,156ng/ml und auf VEGF
5,0 m/ml.

Spezifitat

Bel der Untersuchung des ELISAs fur MMP-9 auf Spezifitdt ergaben sich laut
Hersteller weder Kreuzresktivitét noch Interferenz bei den Faktoren: rhMMP-1,
rhMMP-2, rhMMP-3 und rhTIMP-2. Eine Interferenz, aber keine Kreuzreaktivitét,
wurde fur rhTIMP-1 bei einer Konzentration deses Faktors von mehr as 12,5 rg/ml
festgestellt.

Der VEGF ELISA zeigte keine signifikante Kreuzregtivitdt oder Interferenz bei
rhPIGF, rmPiGF-2, rmVEGF,,,, rmVEGF,,,undweiteren urtersuchten Faktoren. Das

VEGF/ PIGF-Heterodimer zeigte @ne Kreuzretivitét von annahernd 20% Uber die
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Reichweite des Imunoassays. Bel den mit VEGF in Beziehung stehenden Rezeptoren,
zeigten rhFLT-1/Fc & Konzentrationen tbker 1250pg/ml undrhVEGF-R2(KDR)/Fc
Uber 10000pg/ml eine Interferenz.

Prézision

Die Prazison deses Tests beschreibt die Streuung der gemesenen Werte um die
Konzentration des zu bestimmenden Antigens. Zur Ermittlung der Streuung innerhalb
einer Bestimmungsserie wurden "Intra-assay"-Tests durchgefuihrt und der Variations-
koeffizient als Dispersionsmass angegeben. "Inter-assay"-Tests liesen de Streuung
zwischen den ELISAs untereinander beredhnen. Die vom Hersteller angebenen

V ariationskoeffizienten sind aus folgender Tabell e zu entnehmen.

VEGF MMP9
Konzentration V-Koeffizient Konzentration V-Koeffizient
in % in %
intra-assay-Prazision 53,7 pg/ml 6,7 0,833 ng/ml 2
910 pg/ml 51 11,0 ng/ml 2,9
inter-assay-Préazision 64,5 pg/ml 8,8 0,972 ng/mi 7,9
1003 pg/ml 6,2 12,2 ng/ml 6,9

Tab. 1 Angaben des Herstell ers zur Prézision des ELISAs bet MM P-QundVEGF

2.4 Datenauswertung

Die mmputergestiitzte statistische Auswertung der ermittelten Daten erfolgte mit dem
Programmsystem SPSSin Zusammenarbeit mit dem Institut fir Biomathematik und
medizinische Statistik des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendaf. Geschrieben
wurde die Arbeit auf einem Personal Computer mit dem Programmsystem
MICROSOFT WORD.
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3. Ergebnisse

3.1 Geschledht
In dem untersuchten Gesamtkollektiv (n=118) betrug der Anteil an Mannern 75%
(n=89) und d&r Antell an Frauen 2%% (n=29).

3.2Histologie
Die histol ogische Begutachtung ergab folgende Vertell ung:

46 (39%) der Patienten hatten ein Adenokarzinom, 41 (35%) ein Plattenepithelkarzinom
und 31(26%) ein groszelli ges Karzinom (siehe Abb. 1).

Plattenepithel-

GroRzelliges .
karzinom

Karzinom

35%

26%

Adenokarzinom

39%

ADbb. 1 Prozentuale Verteilung der Tumorhistologien im Geamtkoll ektiv n=118

3.3Altersverteilung
Das mediane Alter des Patientenkall ektivs betrug 63 Jahre (Minimum: 39 J.; Maximum:
86J.) (seheTab. 2.

Alter in Jahren Anzahl d. Patienten prozentualer Anteil
(n)
<50 13 11%
50 - 60 29 25%
60 - 70 51 43%
>70 25 21%

Tab. 2 Altersverteilung des Gesamtkoll ektivs n=118
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3.4 Tumorstadium

Bel 50 Patienten (42%) lag bei Diagnosestellung ein lokal begrenztes Tumorstadium
(I/11), bei 27 (23%) ein lokal fortgeschrittenes (111A/B) und bei 41 Patienten (35%) ein
fernmetastasi ertes Tumorstadium (V) vor (siehe Tab. 3 undAbb. 2.

Tumorstadium

Anzahl d. Patienten

(n)

prozentualer Anteil

IA-1IB 50 42%
INA-IB 27 23%
1\ 41 35%

Tab. 3 Verteilung des Patientenkall ektivs hinsichtlich des Tumorstadiums

fernmetastasiert

lokal fortgeschritten

Abb. 2 Prozentuale Verteilung der Tumorstadien

3.5Karnafsky-Index

lokal begrenzt

Der Karnofsky-Index ist ein Index zur Beurteilung der Aktivitét von Patienten urter
Beriicksichtigung korperlicher undsoziaer Faktoren (siehe Anhang 3).

Im untersuchten Patientenkall ektiv war die Verteil ung des Karnofsky-Index wie folgt:
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Karnofsky Patientenanzahl Haufigkeit
in % n in %
60 1 1
70 13 11
80 41 35
90 50 42
100 13 11

Tab. 4 Vertellung des Karnofsky-Index innerhalb des Gesamtkoll ektivs (n=118)

Der mediane Karnofsky-Index betrug 90%.

45

40 1

Haufigkeit in %

357

30

25

20

15 4

10

5

| —
60 70 80 ) 100

Abb. 3 Prozentuale Verteil ung des Karnofsky-Index im Gesamtkoll ektiv (n=118)

0

3.6 L aktatdehydrogenase (L DH)

Bel 112 Patienten (94,9%) wurde préoperativ bzw. vor Beginn der Chemotherapie ene
Bestimmung der LDH durchgefiihrt. In 26% (n=29) der Féllelag die LDH Uber 200 U/I.
Mittelwert: 185,26U/1 ; Median: 164 U/I ; Standardabweichung: 77,26U/I

3.7 Hamoglobin (Hb)

Bel 117 (99.2%) Patienten wurde der Hb-Wert vor Chemotherapiebeginn tew. vor der
Operation bestimmt. 28 Patienten (24%) hatten einen Hb-Wert von unter 9 g/dl. Bel 68
Patienten (58%) lag der Hb-Wert zwischen 12 und 15y/dl und kei 21 Patienten (18%)
Uber 15 g/dI.

Mittelwert: 13,339/l ; Median: 13,49/l ; Standardabweichung: 1,66/l
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3.8 Thrombozyten

Bel 118 Patienten wurde die Thrombozytenzahl vor Beginn der Chemotherapie bzw.
vor der Operation bestimmt. In 21% (n=25) der Fale lag eine Thrombozytose mit
Werten Uber 400'nl vor.

Mittelwert: 336400/nl ; Median: 313000@nl ; Standardabweichung: 126 000nl

3.9 wvascular endahelia growth faktor (VEGF)

Die Mesaung der VEGF-Konzentration wurde bei 118 Patienten durchgefihrt, wobei
43% (n=51) der Werte tber dem Normbereich (62—707pg/ml) waren.

Mittelwert: 916,79 g/ml ; Median: 633,79 g/ml ; Standardabweichung: 908,75pg/ml

Die Durchfhrung eines T-Tests zeigte, dass die VEGF-Serumwerte des untersuchten
Kollektivs ggnifikant Uber dem vom Hersteller angegebenen Mittelwert der
Kontrollgruppe (220 pg/ml) lagen (Tab. 5.

Mittelwert Testwert mittlere Differenz p-Wert

VEGF 916,79 220 696,79 0,005

Tab. 5 Abweichung der VEGF-Serumwerte vom Mittelwert der Kontroll gruppe (T-
Test)

3.10Matrixmetall oproteinase-9 (MM P-9)
Bel 118 Patienten wurde die MM P-9 Konzentration gemessen. 80% (n=94) der Werte

waren tber der vom Herstell er angegebenen Norm (169-705 ngml).
Mittelwert: 1388 rg/ml ; Median: 1293,24 g/ml ; Standardabweichung: 730,42ng/ml

Bel der Durchfuhrung eines T-Test lagen de MM P-9-Serumwerte des untersuchten
Kollektivs sgnifikant Uber dem vom Herstell er angegebenen Mittelwert (436 ng/ml).

Mittelwert Testwert mittlere Differenz p-Wert

MMP-9 1388,89 436 952,89 0,005

Tab. 6 Abweichung der MM P-9-Serumwerte vom Mittelwert der Kontrollgruppe (T-
Test)

20



3.11Korrdation vonVEGF, MM P-9 undThrombozyten
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Abb. 4 Korrelation cer MM P-9- und V EGF-Serumwerte
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Abb.5 Korrelation der Thrombozyten- und MM P-9-Werte
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Abb.6 Korrelation der Thrombozyten- undVEGF-Werte



Speaman-Rangkorrel ationskoeffizient (Signifikanz p=0,01):
MM P-9/VEGF : 0,42

Thrombozyten/MMP-9 : 0,35

Thrombozyten/'NEGF : 0,351

3.12VEGF-, MM P-9-, L DH- undHb-Werte in Bezug auf die Tumorausbreitung
Die gemesenen VEGF- und MMP-9-Serumspiegel zeigten einen Anstieg mit

zunehmender Tumorausbreitung.

Tumorstadium VEGF MMP-9

lokal begrenzt N 50 50
(IA - 11B) Mittelwert 627,80 1337,93
Median 505,75 910,49

lokal fortgeschritten N 27 27
(INA - 111B) Mittelwert 815,66 1441,91
Median 629,80 1339,65

fernmetastasiert N 41 41
(V) Mittelwert 1335,82 1660,02
Median 890,23 1795,73

Tab. 7 Median- und Mittelwerte von VEGF und MM P-9 in Bezug zum Tumorstadium

VEGF- und MMP-9-Spiegel

n=118

1800,00
1600,00

1400,00
1200,00 7

1000,00
800,00
600,00 1
400,00

200,00 7

VEGF in pg/ml und MMP-9 in ng/ml

0,00 lokal bearenzt lokal fortgeschritten metastasiert

Tumorstadium

Abb. 7 Mediane VEGF- und MM P-9-Spiegel in Bezug zur Tumorausbreitung
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40001
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MMP-8

2000 4

1000 1

- . .
N= 50 27 41
ITA/B + 11 AIB InA/B v

Stadium

Abb. 8Box- und Whisker-Diagramm von MM P-9-Serumwerten fir die Tumorstadien
/11, NA/B undIV

3000

2000 4

VEGF

1000 4

1

N= 50 27 41
I A/B + Il AIB AB \%

Stadium

Abb. 9 Box- undWhisker-Diagramm der VEGF-Serumwerte fir die Tumorstadien I/11,
HA/B undIV

Die Starke der Korrelation mit dem Tumorstadium wurde bei beiden Faktoren
vergleichend urtersucht. Da im vorliegenden Kollektiv keine durch Parameter
definierbare Verteil ung vorausgesetzt werden kann, wurde en parameterfreier Test zur
Signifikanzberechnung, ndmlich ein Rangsummentest verwendet. Hier zeigte sich, dass
sowohl der VEGF-Serumwert (p=0,005 Kruskal-Wallis-Test) als auch der MM P-9-
Serumwert (p=0,005 Kruskal-Wallis-Test) signifikant mit dem Tumorstadium
korrelierte.
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Bel der LDH zeigte sich eine &nliche Vertellung. Da nicht bel alen Patienten LDH-
Werte préoperativ bzw. vor Beginn der Chemotherapie bestimmt worden waren, betrug
das untersuchte Koll ektiv hier n=112(siehe Abb. 10.

nnnnnn

200,00 197,50

lokal begrenzt lokal fortgeschritten metastasiert
Tumorst

ADbb. 10 Mediane LDH-Spiegel in Beziehung zur Tumorausbreitung

Beim Hamoglobin zeigte sich eine inverse Verteilung der Werte. Hier nahm der
Hamoglobinspiegel im Median bei metastasiertem Tumorstadium im Vergleich zur
lokal begrenzten undlokal fortgeschrittenen Tumorerkrankung ab (n=117) (siehe Abb.
11).

13,80

13,60
13,60

13,50

13,40

13,20

Hb g/dI

13,00
12,90

12,80

12,60

12,40 - "
lokal fortgeschritten

Tumorstadium

lokal begrenzt

metastasiert

Abb. 11 Mediane Hb-Werte in Beziehung zur Tumorausbreitung
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Die Thrombozytenwerte stiegen bei einer Patientenzahl von n=118 mit zunehmender
Tumorausbreitung an (Abb. 12.

350

3401 33¢

3301

3207

3107

Thrombozytenzahl/ul

3007

2801

lokal begrenzt lokal fortgeschritten
Tumorstadium

Abb. 12 Thrombozytenwerte in Bezug auf die Tumorausbreitung

Die Thrombozytenzahl korrelierten signifikant mit der Tumorausbreitung (p=0,048
Chi-Quadrat-Test).

3.13Einflussder Faktoren auf die Gesamtiiberlebenszeit

Univariate Cox-Regressonsanayse

Die Faktoren Tumorstadium, histologischer Typ, Geschledht, Alter, Karnofsky-Index,
MM P-9-Werte, VEGF-Werte, Thrombozytenzahlen, Hb- und LDH-Konzentration
wurden bezuglich ihres Einflusses auf die Uberlebenszeit mittels univariater Cox-
Regressonsanalyse untersucht (Tab. 9. Hierbei hatten das Tumorstadium, der
Karnofsky-Index, der MMP-9- und VEGF-Serumspiegel, die Thrombozytenzahl, die
Hb- sowie die LDH-Konzentrationen einen prognostischen Einfluss(Tab. 8).
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0,57 1
- 1
0,55 0,81
- 1
0,68 1,16
0,4 1,38
- 1
0,95 1,03
0,01 2,5
- 1
0,64 1,43
0,04 4,50
0,02 6,59
- 1
0,06 3,05
0,02 3,99
0,001 6,95
- 1
0,77 0,85
0,10 2,26
0,004 3,96
- 1
0,08 0,42
0,03 0,33
- 1
0,03 1,99
- 1
0,02 2,14

Tab. 8 Univariate Cox-Regressonsanalyse im Kollektiv n=118
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M ulti variate Cox-Regressonsanal yse

Die Uberlebenszeit der am nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom erkrankten Patienten
wurde bei den operablen Stadien definiert als Periode vom Datum der Operation ks
zum Todesdatum gerechnet in Monaten. Bel den chemotherapierten Patienten wurde die
Zeit vom 1. Therapie-Tag bis zum Todesdatum berechnet.

Eswurde ene riickwarts hrittwei se multi variate Cox-Regressonsanalyse der Faktoren
in Bezug auf die Uberlebenszeit (ULZ) durchgefiihrt. Dabei erwiesen sich der
Karnofsky-Index, der MM P-9-Serumspiegel, die Thrombozytenzahl sowie die Hb-
Konzentration a's prognostische unabhéngige Faktoren (Tab. 9.

p-Wert Risiko
Karnofsky-Index
100 % 0,04 -
90 % 0,51 2,15
80 % 0,07 7,44
<70 % 0,06 9,59
MMP-9
< 806 ng/ml 0,02
807 - <1293 ng/ml 0,39 1,72
1294 - < 1912 ng/ml 0,15 2,40
> 1912 ng/ml 0,008 4,61
Hamoglobin 0,05
12 - < 15 g/dI 0,52 1,51
<15 g/dI 0,48 0,64
Thrombozyten
<400/ > 400 0,08 1,90

Tab. 9 Prognostisch urebhangige Faktoren im untersuchten Kollektiv n=118 kel der
schrittweisen multi variaten Cox-Regressonsanalyse

Einflussder VEGF- und MM P-9-Serumspiegel auf die Uberlebenszeit
Innerhalb eines Jahres verstarben von 118 Patienten insgesamt 39 (33,1%) und 79

Patienten (66,9%0) Uberlebten. Patienten, de innerhalb eines Jahres verstarben, zeigten
im Mittel- undim Median-Wert signifikant héhere VEGF- (p=0,005 Mann-Whitney-U-
Test) und MM P-9-Serumspiegel (p=0,005 Mann-Whitney-U-Test) als Patienten, de
ein Jahr Uberlebten (siehe Tab. 10.
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VEGF MMP-9

n 39 39
<1 Jahr Mittelwert 1355,84 1794,44
Median 1141,30 1795,73

n 79 79
=1 Jahr Mittelwert 700,04 1188,68
Median 550,60 989,37

n 118 118
insgesamt Mittelwert 916,79 1388,89
Median 633,79 1293,24

Tab. 10 Median- undMittelwert der VEGF- bzw. MM P-9-Serumwerte in Bezug
auf das 1 Jahres-Uberleben

Die Auftellung der Messverte von beiden Faktoren in Quartile zeigte, dass Patienten
mit hohen VEGF- oder MM P-9-Serumspiegeln (4. Quartil) eine hdhere Sterberate
aufwiesen als Patienten mit niedrigeren Serumspiegeln (1. Quartil) (siehe Tab. 11 und

12).
VEGF
1. Quartil 2. Quartil 3. Quartil 4. Quartil Gesamt
<417 418 — 630 631 — 1205 >1206
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
lebt 23 24 16 10 73
31,5% 32,9% 21,9% 13,7% 100%
verstorben 6 6 14 19 45
13,3% 13,3% 31,1% 42,2% 100%
Gesamt 29 30 30 29 118
24,6% 25,4% 25,4% 24,6% 100%
Tab. 11 Verteilung der Sterberate innerhalb der Quartil e der VEGF-Serumwerte
MM P-9
1. Quartil 2. Quartil 3. Quartil 4. Quartil Gesamt
<806 807 — 1293 | 1294 — 1912 >1913
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
lebt 25 19 18 11 73
34,2% 26,0% 24, 7% 15,1% 100%
verstorben 4 11 12 18 45
8,9% 24.4% 26,7% 40,0% 100%
Gesamt 29 30 30 29 118
24,6% 25,4% 25,4% 24,6% 100%

Tab. 12 Verteilung der Sterberate innerhalb der Quartil e der MM P-9-Serumwerte

Auffallig war, dassbeim VEGF erst in den Quartilen 3 und 4 also bei héheren VEGF-
Serumwerten, de Anzahl verstorbener Patienten zunahm. Im Gegensatz dazu nahm die
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Sterberate bei MM P-9 schon in den urteren Quartilen 1 und 2,aso bei niedrigeren
Werten, sehr stark zu. Hier verdoppelte sich das Sterberisko vom 1. zum 2. Quartil
(siehe Abb. 13 und 1

] >1 Jahr O <1ahr
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Abb. 13 Uberlebensraten innerhalb der Quartile beim VEGF
H >1Jahr O <1Jahr
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Abb. 14 Uberlebensraten innerhalb der Quartil e bei MM P-9

29



In einer Cox-Regressonsanalyse wurde der Einflussder in Quartil e klassfizierten

Serum-Werte auf die Uberlebenszeit untersucht (siehe Tab. 13.

VEGF p - Wert Sterberisiko MMP-9 p-Wert Sterberisiko
1. Quartil 0,118 1. Quartil 0,174
2. Quartil 0,665 0,77 2. Quartil 0,185 2,22
3. Quartil 0,284 1,71 3. Quartil 0,075 2,90
4. Quartil 0,110 2,37 4. Quartil 0,031 3,86

Tab. 13 Anayse der klassfizierten MM P-9- bzw. VEGF-Serumwerte in Bezug auf
das Gesamtuiberleben

Deutlich wurde die bei MM P-9 prozentual stérkere Zunahme des V ersterberisikos beim

ersten Quartilsgrung im Vergleich zu VEGF. Insgesamt lag das Risiko zu versterben
bei MMP-9 bei alen Quartil-Ubergingen (iker denen von VEGF. So hatten Patienten

mit Serumwerten innerhalb des 4. Quartils ein ca. vierfach héheres Risiko zu versterben

als Patienten im 1. Quartil. Es war nur die 4. Quartil sgruppe des MMP-9 bei dieser

Untersuchung von prognostisch unabhéangiger Signifikanz.
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Korrelation vonHb-Wert und Fibrinogenkoreentration mit den MM P-9- undVEGF-
Spiegeln

Fur die Berechnung der Mediane und Mittelwerte innerhalb der MM P-9- bzw. VEGF-
Quartile standen bei den Hb-Werten Daten von 117 Patienten (99,26) und |
Fibrinogenwerten Daten von 83 Patienten (703%) aus dem Kollektiv (n=118 zur
Verfligung (siehe Tab. 14 undTab. 195.

VEGF in pg/ml
1. Quartil 2. Quartil 3. Quartil 4. Quartil Gesamt
<417 418 — 630 | 631 — 1205 >1205
n 28 30 30 29 117
Hb Mittelwert 13,99 13,77 12,87 12,69 13,33
(g/dl) Median 14,10 13,55 12,80 12,80 13,40
s 1,33 1,36 1,65 1,92 1,66
n 24 23 21 15 83
Fibrinogen | Mittelwert 365,71 470,87 468,14 548,60 453,82
(mg/dl) Median 348,00 440,00 432,00 538,00 420,00
S 67,75 142,45 164,77 147,62 145,34
Tab 14. Hb- undFibrinogen-Verteilung innerhalb der VEGF-Quartile
(s = Standardabweichung
MMP-9 in ng/ml
1. Quartil 2. Quartil 3. Quartil 4. Quartil Gesamt
< 806 807 - 1293 | 1294 - 1912 > 1913
n 29 29 30 29 117
Hb Mittelwert 13,72 13,93 12,92 12,75 13,33
(g/dl) Median 13,50 14,10 13,00 12,90 13,40
s 1,32 1,68 1,59 1,80 1,66
n 24 25 22 12 83
Fibrinogen | Mittelwert 403,00 428,92 492,86 535,75 453,82
(mg/dl) Median 379,00 408,00 515,00 519,50 420,00
s 118,61 103,86 178,79 161,49 145,34

Tab. 15 Hb- undFibrinogen-Verteilung innerhalb der MM P-9-Quartile
(s=Standardabwei chung)

Die Hb-Werte lagen bei hohen MM P-9- und VEGF-Werten (3. und 4.Quartil) deutlich

unter den Hb-Werten innerhalb des 1. und 2. Quartils (Abb. 17.

Beim Fibrinogen

hingegen stiegen de Serumwerte parallel zu denen von MM P-9 und VEGF an (Abb.

18).
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Abb. 18 Verteil ung der medianen Fibrinogenwerte innerhalb der MM P-9- und VEGF-
Quartile

Die Hohe der Hb-Serumwerte korreli erte signifikant mit den VEGF- (p=0,007 Kruskal-
Wallis-Test) und MM P-9-Werten (p=0,038. Bel Fibrinogen koarelierten de Werte
ebenfalls ggnifikant mit der VEGF-Konzentration (p=0,005 Kruskal-Walli s-Test) und
der MM P-9-K onzentration im Serum (p=0,032).
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Einflussder Faktoren auf dierezidivfreie Zeit

Im Kollektiv der operierten Patienten (n=72) wurde im Beobadtungszeitraum nach der
Operation kei 9 Patienten (12,3%) eine Metastasierung (n=7) undoder ein Lokalrezidiv
(n=2) diagnostiziert. 63(87,3%) der 72 Patienten waren rezidivfrei.

VEGF MMP-9

keine Metastasen n 63 63
kein Lokalrezidiv Mittelwert 1110,71 585,94
Median 928,97 501,20

Metastasen n 9 9

und/oder Mittelwert 1486,00 721,00
Lokalrezidiv Median 1553,40 616,40

n 72 72
insgesamt Mittelwert 1157,63 602,82
Median 1005,74 536,75

Tab.16  Median- undMittelwerte von VEGF bzw. MM P-9 bel Patienten mit
Lokalrezidiv undoder Metastasen im Vergleich zu rezidivireien Patienten

Rezidivireile Patienten hatten im Mittel und im Median niedrigere prétherapeutische
MMP-9- und VEGF-Serumwerte ds die Patientengruppe mit Entwicklung eines
Rezidivs.

Nur far MMP-9 zeigte sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang (p=0,037,
Mann-Whitney-Test), wahrend fir VEGF keine signifikante Korrelation (p=0,19B)

nadhweisbar war.

Einflussvon Therapieform auf die Uberl ebenszeit

Um die Zusasmmenfasaung der operierten und chemotherapierten Patienten zu einer
Gruppe reditfertigen zu konren, wurde der Einfluss der Therapie aif das
Langzeitliberleben gesondert untersucht. In der Cox-Regressonsanalyse stellte sich
heraus, dass die Therapieform Operation lzw. Chemotherapie keine prognostisch
signifikante Einflussgrosse war (p=0,21).
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4. Diskusson

4.1 VEGF-Serumwerte beim nicht-kleinzelli gen Bronchiakarzinom

VEGF-Serumwerte wurden beim nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom bisher in 3 Ar-
beiten urtersucht (10, 53,113). Die niedrigste Fallzahl war hierbei 68 und de hochste
91 (53, 10. Das Patientenkall ektiv dieser Doktorarbeit liegt im Vergleich zu hisherigen
Untersuchungen mit 118 hoker. Die Tumorhistologie betreffend, waren im Koll ektiv
(n=68) von Brattstrom et al. (10) 59% Plattenepithelkarzinome (n=40), 34% Adenokar-
zinome (n=23) und P6 grosxzellige Karzinome (n=5). Bel Takigawa & a. (113)
bestand das Kollektiv (n=70) zu 33% aus Patienten mit Adenokarzinomen (n=23), zu
27% mit Plattenepithelkarzinomen (n=19), zu 4% mit groszelli gen Karzinomen (n=3)
und zu 368% mit kleinzeligen Karzinomen (n=25). Imoto et al. (53) untersuchten 91
Patienten, darunter 63 % der Patienten mit Adenokarzinomen (n=57) und 3?6 mit
Plattenepithelkarzinomen (n=34).

In der vorliegenden Arbeit bestand dbs Kollektiv (n=118) zu 3% aus Adenc-
karzinomen, zu 3%% aus Plattenepithelkarzinomen und zu 26% aus groszelligen
Karzinomen. Der Anteil grosszdlliger Karzinome war in deser Arbeit im Vergleich zu
den anderen Arbeiten grosser, der Anteil an Adeno- und Plattenepithelkarzinomen lag
etwa im Mittelfeld. Bel der Geschledhtsvertellung lag der Frauenantell in den drel
Veroffentlichungen zwischen 22 und 2%. Vergleichbar hierzu waren in der vorli egen-
den Arbeit 25% des untersuchten Patientenkall ektivs Frauen.

Das mittlere Alter lag bel Brattstrom et al. (10) bel 67 Jahren, im Kollektiv von
Takigawa @ a. (113) bei 68 Jahre und bei Imoto et al. bei 66 Jahren. Das mittlere Alter
dieses Koll ektivs betragt 63 Jahre undliegt somit unter dem mittleren Alter der anderen
Arbeiten. Brattstrom et a. (10) zeigten, dass bei einem Kollektiv mit 68 Patienten,
welche demotherapiert oder bestrahlt worden waren, de VEGF-Serumwerte vor
Therapiebeginn im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant erhéht waren.
Eine Korrelation der Serumwerte mit dem histologischen Typ, dem Tumorstadium, dem
Ansprechen auf die Therapie oder der Uberlebenszeit konrte nicht nadhgewiesen
werden. Auch Takigawa d a. (113 wiesen signifikant erhbhte Serumwerte bei 70
Patienten nach. Nicht nur im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe, sondern auch zu
einer Patientengruppe mit benignen Lungenerkrankungen waren de VEGF-Serumwerte
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im untersuchten Koll ektiv signifikant hoher. Eine Korrelation zur Tumorhistologie, zum
Tumorstadium oder zur Fernmetastasierung konrte nicht gezeigt werden. Imoto et al.
(53) untersuchten VEGF-Serumwerte bel 57 von 91 Patienten und fanden signifikant
hohere Werte im fortgeschrittenen Tumor-stadium (T3-4) als im frihen Tumorstadium
(T1-2), jedoch keine Korrelation mit der Uberlebenszeit. VEGF-Serumwerte hatten in
dieser Untersuchung keine prognostische Aussagekraft (siehe Tab. 17).

Autor Patientenkollektiv Medium Ergebnis
Brattsrom et al. 1998 n= 68 Serum erhohte pratherapeutische Werte
(10) NSCLC vor Chemo- bzw. Radiotherapie
kein prognostischer Einfluss
Takigawa et al.1998 n=70 Serum erhéhte Serumwerte
(113) SCLC und NSCLC keine Korrelation mit Histologie,

Tumorstadium und
Fernmetastasierung

Imoto et al. 1998 n=91 Serum Serumwerte im Tumorstadium
(53) NSCLC T3-4 hoher als in T1-2
kein prognostischer Einfluss

Tab. 17 Rolleder VEGF-Serumwerte beim nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom in
der Literatur

Da VEGF beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom in vielen Veroffentlichungen
nicht im Serum, sondern im resezierten Tumorgewebe mittels Immunhistochemie oder
PCR untersucht wurde, kann ein drekter Vergleich der Ergebnisee mit diesen

wissenschaftlichen Arbeiten nur eingeschrankt erfolgen.

O'Byrne 4 a. (86) wiesen in den Tumorgewebsschnitten bei 223 qerierten Patienten
eine Korrelation von VEGF-Expresson mit der Uberlebenszeit nach. In dieser
Untersuchung hatten auch der Lymphkndenstatus und de Vaskularisierung des Tumors
einen prognostischen Einfluss Bei der multivariaten Analyse war VEGF all erdings kein
prognostisch unabhéngiger Faktor, hingegen waren de Tumorgrése und de
Vaskularisation signifikante Faktoren. Auch Decaissn et a. (23) konrten bel ihrem
Kollektiv von 69 oprierten Patienten im Stadium I-11 keine Korrelation der VEGF-
Expresson mit der Uberlebenszeit zeigen, VEGF hatte in deser Untersuchung keinen
prognostischen Einfluss

In anderen Studien war eine vermehrte VEGF-Expresson von pognostischem Einfluss
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So untersuchten Fontanini et al. (32) das Tumorgewebe bei 105 operierten Patienten mit
nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom und wiesen in einer univariaten Analyse ane
Korrelation von VEGF-Aktivitd mit dem Tumorstadium nacdh. In einer multivariaten
Analyse @wies sch VEGF als prognostisch unabhéngiger Faktor auf die Uberlebenszeit
und de rezidiv- bzw. metastasenfreie Zeit. Oshika d al. (91) fuhrten eine RT-PCR-
Mesaung im Gewebe von 76 @erierten Patienten duch und stellten eine vermehrte
Expresson dr VEGF-Isoform 189 im resezierten Tumor im Vergleich zum
extraneoplastischen Lungengewebe fest. Die VEGF 189-paositive Gruppe zeigte ene
schledhtere Prognase ds die VEGF 189-negative Vergleichsgruppe. Aikawa d a. (1)
undYuan et al. (131) wiesen bel der Untersuchung von reseziertem Tumorgewebe beim
operierten, ncht-kleinzelligen Bronchiakarzinom ene Korrelation von VEGF-
Expresson mit dem Tumorstadium nach. Bel den 72 Patienten im Koll ektiv von Yuan
et a. (131) zeigten sich darliber hinaus bei der RT-PCR-Mesaung eine Korrelation cer
VEGF mRNA-Expresson mit der Uberlebenszeit und cbr rezidivfreien Zeit. In einer
multivariaten Analyse waren VEGF und der Lymphkndenstatus die wichtigsten

prognostisch unabhéngigen Einflusdaktoren (siehe Tab. 18).

Autor Patientenkollektiv Medium Ergebnis
O’Byrne et al. 2000 n=223 Tumorgewebe kein prognostischer Einfluss
(86) NSCLC
Decaussin et al.1999 n=69 Tumorgewebe kein prognostischer Einfluss
(23) NSCLC Stadium I-1I
Fontanini et al. 1997 n=105 Tumorgewebe Korrelation mit Tumorstadium
(32) NSCLC prognostisch unabhangiger Faktor
Oshika et al. 1998 n=76 Tumorgewebe | VEGF 189 vermehrt exprimiert
(92) NSCLC univariat prognostischer Einfluss
Yuan et al. 2000 n=72 Tumorgewebe Korrelation mit Tumorstadium
(1312) NSCLC prognostisch unabhangiger Faktor
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Aikawa et al. 1999 n=112 Tumorgewebe Korrelation mit Tumorstadium
Q) NSCLC

Tab. 18 Rolleder VEGF—Expressonin Tumorgewebschnitten beim nicht-

kleinzelli gen operierten Bronchialkarzinom

VEGF wird urter anderem auch von reutrophilen Granulozyten (76), Monazyten (45)
und Fibroblasten (90) freigesetzt. Salgado et al. (101) untersuchten das Serum von 50
Patienten mit unterschiedlichen Tumoren undstellten fest, dassdie VEGF-Serumwerte
mit den Thrombozytenzahlen und an Interleukin-6-Serumwerten korrelierten. Zu
einem dhnlichem Ergebnis kamen Verheul et a. (120), welche VEGF-Konzentrationen
im Serum von 27 Patienten mit Brustkrebs analysierten. Die Serumwerte waren
einerseits sgnifikant hoher als die Plasmakonzentrationen, darlber hinaus korrelierten
auch hier die VEGF-Werte mit den Thrombozytenzahlen. Daraus folgerten Verheul et
al. (120, dass VEGF auch von Thrombozyten freigesetzt wird und dss die
Thrombozyten moglicherweise ene wichtige Rolle ds Trager und Freisetzer

angiogenetischer Faktoren spielen.

Salgado et al. (101) verwiesen zusétzlich auf den Effekt des Interleukin-6, welches eine
thrombopaetische Wirkung undeinen Einflussauf den VEGF-Gehalt der Thrombozyten
habe. Da die im Serum gemessnen VEGF-Werte wahrscheinlich die biologische
Aktivitét des VEGF widerspiegeln, schlugen Salgado et a. vor, VEGF nicht im Plasma,
sondern im Serum oder Vollblut zu messen. Dies widerspricht den Empfehlungen von
Banks et al. (8). Aufgrund der VEGF-Freisetzung aus den Thrombozyten wahrend des
Gerinnungsprozesss haten sie Serum zur Mesaung von VEGF fir ungeeignet. Sie
empfehlen de Verwendung von Citratplasma unter Verarbeitung der Probe innerhalb 1
Stunce nach der Venenpunkion. Es mussin deser Arbeit darauf verwiesen werden,
dass die gemessenen VEGF-Serumwerte signifikant Gber den VEGF-Konzentrationen
der vom Hersteller angegebenen Serumwerte der Kontrollgruppe lagen. Die Erhéhung
der Werte kann also nicht alein duch eine Freisetzung aus normalen Thrombozyten

erklart werden.

Hinwelise darauf, dassder Tumor direkt zur Erhéhung der VEGF-Serumkonzentrationen
beitragt, geben de Arbeiten von Yuan et a. (131), Oshika & a. (91) und Ohta « al.
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(87), welche mRNA in den Tumorzellen mittels RT-PCR nachwiesen. Imoto et a. (53)
untersuchten neben den VEGF-Serumwerten auch de VEGF-Expresson in den
Tumorzellen mit einer immunhistochemischen Farbung. Bel dieser Mesaung gngen
VEGF-positive Tumorzellen jedoch nicht mit signifikant hoheren VEGF-Serumwerten
einher. Die Frage, ob undzu welchem Anteil der Tumor die Erh6hung der VEGF-Werte
bewirkt, bleibt bisher ungeklart. Serum bietet sich als diagnostisches Mittel durch de
geringe Invasivitét und de Einfachheit der Untersuchung an. Eine Untersuchung von
Tumorgewebe zur préoperativen Prognoseeinschdtzung erscheint routinemassg nur
schwer praktikabel.

VEGF hatte bei Mesaung der Serumwerte in alen hbisher verdffentlichten
Untersuchungen keinen prognastischen Einfluss Bei Imoto et a. undGregorc € a. (38,
53) lag eine Asziation mit dem Tumorstadium vor, wobel letztere én kleineres
Kollektiv (n=38) as in der vorliegenden Arbeit untersuchten. Auch der prognostische
Stell enwert der VEGF-Expresson im Tumorgewebe auf die Uberlebenszeit wird in der
Literatur kontrovers diskutiert (siehe Tab. 18.

In der vorliegenden Arbeit korrelierten in einer univariaten Analyse die VEGF-

Serumwerte signifikant mit der Uberlebenszeit und cem Tumorstadium. Bei der
multi variaten Analyse war VEGF jedoch kein urabhéngiger prognostischer Faktor.

4.2 MM P-9-Serumwerte beim nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom

In zwei Untersuchungen wurden bisher MM P-9-Serumwerte beim nicht-kleinzelli gen
Bronchialkarzinom gemessen, wobei die Patientenzahl 73 und 90 btrug (51, 130. In
dieser Untersuchung liegt die Grosse des Patientenkall ektivs deutlich tber den hisher
untersuchten Koll ektiven. Im Koll ektiv vonlizasa & al. (51) war der Antell an Patienten
mit Adenokarzinomen 5246 (n=38), mit Plattenepithelkarzinomen 346 (n=25), mit
grosxelli gen Karzinomen 11% (n=8) und mit adenosquamdsen Karzinomen 3% (n=2).
Bel Ylisirnio et a. (130 waren im Patientengut 41% Plattenepithelkarzinome (n=37),
24% Adenokarzinome (n=22), 12 kleinzellige Karzinome und 2246 (n=20) andere
histologische Typen, welche nicht ndher erlautert wurden. Im Vergleich mit den oben
genannten Untersuchungen ist der Antell an Plattenepithelkarzinomen in diesem
Kollektiv (n=118 mit 35% dem von lizasa d@ da. é&hnlich, dr Antel an
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Adenokarzinomen liegt mit 3% etwa im Mittel beider Kollektive. Der Anteil
groszelliger Tumoren liegt in desem Kaollektiv mit 26% deutlich UGber dem der
anderen Untersuchungen. Bei lizasa @ a. betrug der Frauenantell nur 7% und |e
Ylisirnio et a. 3%%.

Bel der Geschledhtsverteilung, liegt der Anteil an Frauen in der vorliegenden Arbeit mit
25% zwischen beiden Untersuchungen. Das mittlere Alter lag bei lizasa & a. bel 67
Jahren; bei Ylisirnio et a. betrug es 65 Jahre. In desem Patientenkallektiv lag das

mittlere Alter mit 63 Jahren leichtgradig unter dem der anderen Untersuchungen.

lizasa ¢ al. (51) fuhrten ein Mesaung der préoperativen MM P-9-Plasmawerte mit Hilfe
eines ELISA-Verfahrens durch. Er benutzte @nen Imuncessay Kit der Firma Fuji
Chemicd Induwstries (Japan) und férbte zusétzlich immunhistochemisch reseziertes
Tumorgewebe, um die MMP-9-, MMP-2-, TIMP-1-, und TIMP-2-Expresson zu
bestimmen. Die MMP-9-Plasmaspiegel waren im Vergleich zur gesuncen
Kontrollgruppe signifikant erhoht. Eine Korrelation mit dem Tumorstadium konrte
nicht nachgewiesen werden; eine Korrelation mit dem Alter, dem Geschledht, dem
Tumorstadium und dr Metastasierung lag nicht vor. Die MM P-9-Plasmaspiegel
wurden nicht auf eine Korrelation mit der Uberlebenszeit untersucht, so dass keine
Aussage Uber den prognostischen Einflussvon MM P-9 gemadt werden konrte. Auch
Ylisiio et al. (1300 bestimmten bei 90 operierten Patienten mit NSCLC die
préoperative MM P-9-Konzentration mit Hilfe @nes ELISA-Verfahrens. Er benutzte
dabei eine Mikrotiter-Platte der Firma Nunc Maxisorb (Dénemark) undfihrte zusétzlich
eine Mesaung der TIMP-1-, TIMP-2- und MM P-2/TIMP-2-Komplex-K onzentrationen
durch. Die MM P-9-Plasma- und Serumwerte waren im metastastasierten Stadium nicht
signifikant hoher als beim nicht-metastasierten Tumorstadium. In einer univariaten
Anayse korrelierten holke MM P-9-Plasmawerte (>30 ng/ml) signifikant mit einer
schledhteren 1-Jahres-Uberlebensrate (31%). Eine &nliche Korrelation zeigte sich bei
TIMP-1-Plasmawerten, auch hier hatten hche Werte enen ungiinstigen Einflussauf das
Uberleben. Bei einer multivariaten Analyse waren alerdings nur TIMP-1, das
Tumorstadium und ds Operationsergebnis von prognaostisch urabhangigem Einfluss
hingegen war MM P-9 kein signifikanter Einflussaktor (Tab. 19).
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Autor Patientenkollektiv Medium Ergebnis
lizasa et al. 1999 —73 signifikant erhéhte Plasmawerte
(52) NnS_CLC Plasma keine Analyse des prognostischen
Einflusses
Ylisirnio et al. 2000 n=90 Plasma Korrelation mit Uberlebenszeit
(130) NSCLC (n=79) + Serum kein unabhéngiger prognostischer
und SCLC (n=11) Faktor

Tab. 19 Rolleder MM P-9-Serumwerte beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom
in der Literatur

In den meisten Arbeiten, in denen MM P-9 beim nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom
untersucht wurde, erfolgte @éne immunhistochemische Farbung des Tumorgewebes. So
fUhrten Fujise d a. (36) eine Mesaung der MM P-9-Expresson im Tumorgewebe bei 90
operierten Patienten ohre aljuvante Therapie durch und stellten keine signifikante
Korrelation zwischen der MM P-9-Expresson und @ Uberlebenszeit fest. Auch eine
Korrelation mit dem Tumorstadium lag nicht vor. Kodate @ a. (60) farbten
Tumorgewebsschnitte von 79 Patienten mit bronchopudmonalem Adenokarzinom mit
T1-Status. In einer univariaten Analyse korrelierte die MMP-9 pasitive Redtivitét
signifikant mit der Uberlebenszeit. Cox et a. (18) untersuchten bei 169 oprierten
Patienten im Stadium I-11IA die MM P-9-Expresson in Tumorgewebsshnitten und
fanden keine signifikante Korrelation mit dem Tumorstadium. Die MM P-9-Expresson
der Tumorzellen karrelierte bei dieser Untersuchung alerdings mit der Uberlebenszeit
und war darlber hinaus ein urebhéngiger prognostischer Faktor, wobei der
prognostische Einflussdes Lymphkndenstatus noch grésser war (Tab. 20).

Autor Patientenkollektiv Medium Ergebnis
Fujise et al.2000 n=90 Tumorgewebe keine Korrelation der MMP-9-
(35) NSCLC I-IV Expression mit der Uberlebenszeit
Kodate et al. 1997 n=79 Tumorgewebe | Korrelation der MMP-9-Expression
(59) Adenokarzinome, mit der Uberlebenszeit
T1-Status keine multivariate Analyse
Cox et al. 2000 n=169 Tumorgewebe |  Korrelation der MMP-9-Expression
(17) NSCLC Stadium I-IlIA mit der Uberlebenszeit
unabhéngiger prognostischer Faktor

Tab. 20 Rolle der MMP-9-Expresson in Tumorgewebsshnitten beim nicht-

kleinzelli gen, operierten Bronchialkarzinom
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MMP-9 wird von velen verschiedenen Zellen, urter anderem Monazyten,
Makrophagen, Neutrophilen, Keratinozyten, Fibroblasten, Osteoklasten, Endahelzellen
und \erschiedenen Tumorzellen freigesetzt (37, 39, 55, 61, 65, 89, 11718, 126.
Fernandez-Patron et al. (29) wiesen dartiber hinaus MMP-9 auch in den Thrombozyten
nach, und Maka & a. (70) beschricben eine Freisetzung von MMP-9 aus
Megakaryozyten.

lizasa @ a. (51) fuhrten neben der Bestimmung der MM P-9-Serumkonzentration
zusétzlich eine immunhistochemische Farbung von Tumorgewebsschnitten durch. Sie
stellten keine Korrelation zwischen der MMP-9-Expresson im Tumor und cer
Serumkornzentration fest. Die Haufigkeit MM P-9-exprimierender Tumore war im
untersuchten Kollektiv geringer as die Haufigkeit erhdhter Serumkonzentrationen. In
einigen Fallen waren Makrophagen innerhalb des Tumorgewebes MMP-9 pasitiv, ohre
dass wetere inflammatorische Zellen nachweisbar waren. Aus diesem Grund
vermuteten lizasa @ al., dassdie Makrophagen, welche MM P-9 prodwzieren konren, fir
die ehdhten MM P-9-Serumwerte verantwortli ch waren.

Ylisirnio et al. (130 wiesen neben erhbhten MM P-9-Werten auch signifikant erhdhte
Werte des Metall oproteinase-Inhibitors TIMP-1 nach. Auch TIMP-1 war ein progno-
stisch urebhéangiger Faktor in dem untersuchten Patientenkall ektiv. Die Frage, welcher
Antell des MMP-9 hiologisch aktiv war, bleibt in der Untersuchung von Ylisirnio et al.
unkeantwortet. Auch in deser Arbeit steht eine Klérung aus, da der ELISA von R&D
Systems nur zur Bestimmung des gesamten MM P-9 (aktives undinaktives MMP-9) ge-
eignet ist. Bel der Bestimmung von MMP-9 im Serum, muss auf eine &nliche
Problematik wie beim VEGF verwiesen werden, da es bel der Blutgerinnurg zu einer
Freisetzung von MMP-9 aus den Thrombozyten kammen kann. Nach Angaben des
Herstellers liegen de MM P-9-Plasmawerte deutlich urter den Serumwerten. Esist also
parale zur VEGF-Mesaung auch hier zu diskutieren, ob die MM P-9-Konzentration im
Serum die biologische Aktivitdt bzw. das zirkulierende MM P-9 reflektiert. In dieser
Untersuchung waren de MM P-9-Serumwerte signifikant Gber den vom Hersteller
angegebenen Serumwerten der gesunden Kontrollgruppe. Daher ist eine Freisetzung aus
normalen Thrombozyten as aleinige Erklarung fir erhohte MM P-9-Serumwerte in

diesem Koll ektiv nicht ausreichend.
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Dies ist nach dem heutigen Wissensdand de aste Anayse, be der VEGF und
gleichzeitig MMP-9 vergleichend auf ihren prognostischen Wert beim nicht-
kleinzelligen Bronchiakarzinom untersucht wurden. MMP-9 war in deser
Untersuchung im Gegensatz zur den Ergebnissen von Ylisirnio et al. (130) en
prognostisch unabhéngiger Einflusgaktor. VEGF, welches in mehreren Untersuchungen
und auch in deser Analyse mit der Uberlebenszeit korrelierte, zeigte in der
multivariaten Analyse geringeren prognostischen Einfluss als das MMP-9. Daruber
hinaus ist dies nach dem heutigen Wissensdand de este Untersuchung beim nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom, bel der eine Korrelation von MM P-9-Serumspiegeln
mit dem Tumorstadium festgestellt werden konrte (51, 130, 4). Es gilt zu dskutieren,
ob der Einflussvon MMP-9 bei der Metastasierung undKrankheitsprogresson beim
nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom grésser ist als der von VEGF. Welchen Antell
der Tumor an der MMP-9-Freisetzung hat und ob de MM P-9-Serumwerte von
grosserer prognaostischer Aussagekraft sind als immunhi stochemische Tumorférbungen,

mussin weiteren Untersuchungen gepriift werden.

4.3 Thrombozyten beim nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom
Die Patientenzahlen der hier zitierten Arbeiten variieren erheblich (von 118 ls 1115
Patienten (93, 19). Miron et a. (78) untersuchten bei 236 Patienten mit nicht-

operablem NSCLC 36 Variablen auf ihren prognostischen Einfluss unter anderem die
Thrombozytenzahl vor Therapiebeginn. In einer univariaten Analyse korrelierten de
Thrombozytenwerte signifikant mit der Uberlebenszeit, bei der multivariaten Cox-
Regressonsanalyse waren dese jedoch kein urebhéngiger prognostischer Faktor.
Constantini et a. (15 untersuchten de Thrombozytenwerte bei 714 Patienten mit
Kolonkarzinom, Kkleinzelligem und ncht-kleinzelligem Bronchialkarzinom. Im
Vergleich zu den anderen Tumortypen, zeigten Patienten mit nicht-kleinzelligem
Bronchialkarzinom eine eahodhe Préavalenz einer Thrombozytose (>400.000mm?),
hohere Thrombozyten-Mittelwerte, geringe Veranderung der Werte bel Progresson und
keine Korrelation zwischen Dosierung der Zytostatika und cen Thrombozytenzahlen.

Im Gegensatz dazu gab es eine inverse Korrelation zwischen Zytostatikadosierung und
Thrombozytenwerten beim kleinzelligen Bronchialkarzinom, hier nahmen de Werte
mit Krankheitsprogresson ceutlich ab. Bei dlen dei Tumortypen gab es eine

Korrelation zwischen den Thrombozytenzahlen undanderen Indikatoren der Knochen-
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marksfunktion, wie z.B. Hamoglobinwert (negative Korrelation), Leukozytenzahlen

(pasitive Korrelation) sowie den Fibrinogenwerten (positive Korrelation).

Pedersen et al. (93) fuhrten eine Mesaung der Thrombozytenzahlen bel 1115 Patienten
mit bronchopumonalem Karzinom durch und stellten ebenfalls sgnifikant erhéhte
Thrombozytenwerte  im  Vergleich  zur  Kontrollgruppe  mit  benignen
Lungenerkrankungen fest. Die Werte waren im fortgeschrittenen Tumorstadium
(Stadium 11 und IV) signifikant hoher as im frihen Tumorstadium (Stadium | und I1)
und karelierten negativ signifikant mit der Uberlebenszeit. In einer multivariaten
Anayse waren de Thrombozytenwerte en prognaostisch urebhéngiger Faktor. Cox et
a. (19) analysierten bel 181 Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom,
welche im Stadium |-IlIIA operiert wurden, den prognostischen Einfluss der
Thrombozytenzahl. Es gellte sich heraus, dass der prdoperative Medianwert der
Thrombozytenwerte im Vergleich zu Normalwerten (>400.000mnY) signifikant erhdht
war und dasshohe Werte mit einer geringeren Uberl ebenszeit assoziiert waren. In einer
multivariaten Cox-Regressonsanalyse waren de Thrombozytenwerte neben dem
Lymphkndenstatus und cer Tumorvaskularisation (microvessel court) ein prognostisch
unabhéngiger Faktor (Tab.21).

Autor Patientenkollektiv Ergebnis
Miron et al. 1998 n=236 Untersuchung von 36 Variablen :
(78) NSCLC (fortgeschritten) univariat prognostischer Einfluss
multivariat kein prognostisch unabhangiger
Faktor
Constantini et al. 1990 n=174 héhere Pravalenz fiir eine Thrombozytose
(15) NSCLC (fortgeschritten), beim NSCLC
SCLC und Colon- hohere pratherapeutische und mittlere
karzinom Thrombozytenwerte beim NSCLC

Korrelation mit Indikatoren der KM-Funktion

Pedersen et al.1996 n=1115 signifikant erhéhte Thrombozytenwerte

(93) NSCLC und SCLC Korrelation mit Tumorstadium und Uberlebenszeit

unabhangiger prognostischer Faktor

Cox et al. 2000 n=118 erhdhte praoperative Thrombozytenwerte
(29) NSCLC I-llIA (operiert) Korrelation mit der Uberlebenszeit
prognostisch unabhéngiger Faktor

Tab. 21 Rolle der Thrombozytenwerte beim nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom in
der Literatur
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Ein prognostischer Einfluss der Thrombozytenwerte beim nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom war das Ergebnisvon Miron et al. (78), Pedersen et al. (93) und Cox
et a. (19). In deser Arbeit waren de Thrombozytenwerte @n prognaostisch
unabhéngiger Faktor, was mit den Ergebnissen von Cox et al. (19) und Pedersen et al.
(93) bei wesentlich grosserer Patientenzahl Gbereinstimmt. Aufgrund einer Korrelation
der Thrombozytenwerte mit anderen Indikatoren der Knochenmarkfunktion (s.0.)
postulierten Constantini et a. (15), dass die Re&tion des Koérpers auf eine maligne
Erkrankung in Form von Knochenmark-stimulierenden Zytokinen eine wichtige Rolle
bei der Regulation der Thrombozytenwerte bel Neoplasien spielt. Es <heint eine
ausgepragte und persistierende  Knochenmarkstimulation va alem beim nicht-
kleinzelli gen Bronchialkarzinom zu existieren. Auch Cox et a. (19) fuhren al's mégliche
Ursache fur die ehdhen Thrombozytenwerte das Interleukin-6 an, welches
moglicherweise bei Hypoxie von den Tumorzellen freigesetzt wird und ein pdenter

Stimulator der Thrombozytenproliferationist.

Die Untersuchungen von Baaout et a. (7) und Imai et a. (52) weisen auf einen
bedeutenden Einfluss des Interleukin-6 auf die Megakaryopaese hin. Eine Freisetzung
des Interleukin-6 wurde z.B. von Watson et a. (124 beim Ovariakarzinom
nadhgewiesen. Eine vermehrte Freisetzung von Knochenmark-stimulierenden
Zytokinen erfolgt alerdings auch bei einer unspezifischen Entziindurgsrestionen. Ob
eine vermehrte Freisetzung von Zytokinen duch den Tumor selbst oder andere
Ursachen fur die ehohen Thrombozytenzahlen beim nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom verantwortlich sind, ist zur Zeit noch ungeklart.

Da die Thrombozyten urter anderem Tréger angiogenetischer und angiostatischer
Faktoren sind, ist zu dskutieren, ob de vermehrte Freisetzung dieser Faktoren den
prognostischen Einfluss der Thrombozytenzahlen erkl&rt. Salgado et al. (101
untersuchten VEGF-Serumwerte bei 50 Patienten undfanden eine positive Korrelation
zwischen den Thrombozytenwerten undder VEGF-Serumkonzentration, dartiber hinaus
eine eenfals positive Korreation zwischen den Thrombozytenzahlen und @n
Interleukin-6-Werten. Hohe Interleukin-6-Werte und eine Thrombozytose waren mit
einer schlechteren Prognose asziiert. Sie eklarten ihre Ergebnise mit dem
thrombopaetischen Effekt des Interleukin-6 und a&ém Gehat von aktivem VEGF
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innerhalb der Thrombozyten, der mdgli cherweise zu einer Stimulation des Tumor- und

M etastasenwachstums fuhre.

In deser Untersuchung war die positive Korrelation zwischen den VEGF- bzw. MM P-
9-Serumspiegeln und dr Thrombozytenzahl (Korrelationskoeffizient 0,3) nur schwadh
ausgepragt. Uber die Konzentration vonVEGF- bzw MM P-9 innerhalb der Thrombo-
zyten kann mit der in deser Arbeit angewendeten Mesgnethode keine Aussage gemadt
werden.

Das Interleukin-6 trégt als Akut-Phase-Protein neben einer Thrombozytose aich zu
einer Anadmie, Leukozytose und Gewichtsverlust bei, was ebenfalls Einfluss auf die
Uberlebenszeit eines Tumorpatienten hat. Ob de Thrombozytose tatsadlich Einfluss
auf die Uberlebenszeit hat oder nur einen Nebeneffekt anderer prognostisch
beanflussender Faktoren darstellt, bleibt unkiar.

4.4 Hamoglohin beim nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom

Der prognostische  Einfluss des Hamoglobin  beim  nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom wurde in vielen wissenschaftlichen Arbeiten urtersucht. Albain et
a. (2) untersuchten das grosde Kollektiv mit 2531 chemotherapierten Patienten im
fortgeschrittenen Tumorstadium und Wilhelm et al. (125 mit 96 nu radiotherapierten
Patienten das kleinste Koll ektiv. Albain et a. und Wilhelm et a. urtersuchten Patienten
im Stadium 111B-IV, hingegen analysierten Jazieh et al. (56) nur Patienten im frihen
Tumorstadium (Stadium I-11).

Albain et a. (2) andysierten bei 2531 Patienten mit ausgedehnter Erkrankung
(Fernmetastasen oder lokoregionale Rezidive) mehrere prognostische Faktoren auf ihren
unabhéngigen prognostischen Einfluss Hier waren ein guter Karnofsky-Index, das
weibliche Geschledht und ein Alter >70 Jahre signifikante unabhangige, prognastisch
gunstige Einflusdaktoren im gesamten Kollektiv. In einer weiteren Cox-Regressons-
Analyse, welche nur Patienten mit gutem Karnofsky-Index einschloss waren ein Hb-
Wert von 211 ¢g/dl, eine nomae LDH, ein namaes Cacium und en
M etastasierungsort unabhangige, prognostisch gunstige Einflusgaktoren.

Eine Einteilung in Untergruppen nahmen Wilhelm et a. (125 vor, wobei 96 Patienten
mit radiotherapiertem NSCLC in 3 Klassn (Hb <11g/dl, Hb 11-15 g/dl, Hb >15 g/dl)

unterteilt wurden. Die Faktoren Tumorhistologie, Geschledt, Alter, Dosis und
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Fraktionierung waren in den einzelnen Gruppen annahernd gleich. Es zeigte sich, dass
ein holer initialer Hb-Wert von paitiver prognostischer Bedeutung war.

In einer Analyse von Jazieh et al. (56) mit 454 ogerierten Patienten im Tumorstadium |-
I war der Hb-Wert von prognostischem Einflussauf die Uberlebenszeit und de rezidiv-
bzw. metastasenfreie Zeit. Patienten mit einem Hb >10 g/dl hatten eine signifikant
langere Uberlebenszeit als Patienten mit einem Hb <10 g/dl. In einer multivariaten
Analyse waren das Alter, das Tumorstadium und der Hb-Wert von prognostisch
unabhéngigem Einfluss(Tab. 22).

Autor Patientenkollektiv Ergebnis
Albain et al. 1991 n=2531 univariat prognostischer Faktor im gesamten
) NSCLC Kollektiv
Stadium IV in Kollektiv mit guten Karnofsky-Index:
chemo- und radiotherapiert unabhangiger prognostischer Faktor
Wilhelm et al. 1998 n=96
(125) NSCLC Stadium IIB-I1V Hb > 15¢g/dl bessere Prognose vs Hb < 11g/dl
nur radiotherapiert
Jazieh et al. 2000 n=454
(56) NSCLC Stadium I-II unabhangiger prognostischer Faktor
operiert

Tab. 22 Rolle des Hamoglobinwertes vor Therapiebeginn keim nicht-kleinzelli gen

Bronchialkarzinom in der Literatur

Bel allen Untersuchungen innerhalb der letzten 10 Jahre hatte der Hb-Wert beim nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom prognaostischen Einfluss und war bel den meisten ein
prognostisch unabhangiger Faktor (2, 26, 56, 71, 112, 125Eine Korrelation der Hb-
Werte mit dem Tumorstadium ist nach dem heutigen Wissnsdand beim nicht-
kleinzelli gen Bronchialkarzinom bisher noch nicht erfolgt.

Bel viden malignen Erkrankungen besteht eine Andmie afgrund mangelnder
Freisetzung von Eisen aus dem retikulohistiozytéren System. Desweiteren besteht oft
auch ene insuffiziente Erythropoetinfreisetzung und eine Suppimierung der
Erythropoese im Knochenmark durch Zytokine wie z.B. Interleukin-1, Interleukin-6 und
Tumornekrosefaktor. Es wird dskutiert, dass eine geringere Sauerstoff spannung bzw.
Radikabildung innerhalb der Tumorzellen fur ein geringeres Ansprechen auf die
Radiotherapie verantwortlich ist (125. Mdglicherweise fuhrt eine Andmie zu ener
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geringeren Teilungsrate der Tumorzellen, was fir ein geringeres Ansprechen auf eine
Chemotherapie verantwortlich sein konrte. Einen Zusammenhang zwischen dem Hb-
Wert und der Angiogenese diskutieren Dunst et al. (27) bei der Untersuchung an 54
Patienten mit unterschiedlichen Tumoren. Bei niedrigen Hamoglobinwerten waren de
VEGF-Serumkonzentrationen signifikant erhéht. Sie interpretierten ihre Ergebnisse so,
dass mdglicherweise bei einer Andmie @ne vermehrte VEGF-Sekretion duch Hypoxie
indwziert wird. Die durch Hypoxie bedingte Stimulation der Angiogenese konrnie dso
ein weiterer Erklarungsansatz fir den prognostischen Einfluss der Hamoglobinwerte

sain.

4.5 Fibrinogen beim nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom

Der Stellenwert der Fibrinogenkoreentration ist beim Bronchialkarzinom in mehreren
Arbeiten urtersucht worden. Bei den hier zitierten Arbeiten wurde von van Wersch et
al. (119 das kleinste (n=48) und vonYamaguchi et al. (129 das grosde Kollektiv
(n=339 untersucht. Van Wersch et a. (119) fuhrte bel 48 Patienten mit einem
Bronchiakarzinom ene Gerinnurgsanalyse durch. Unter anderem wurde die
Fibrinogenkoreentration gemessen, welche bei einem hohen Prozentsatz (70,8%) der
Patienten erhoht war. Eine Korrelation mit der Uberlebenszeit wurde nicht
durchgefuhrt. Wojtukiewicz et al. (127) untersuchten die Fibrinogenkoreentration kel
Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom. Hohe Fibrinogenwerte waren mit
einer kurzen Uberlebenszeit asooziiert und von pognastischer Signifikanz. Y amaguchi
et a. (129 untersuchten Fibrinogen- und Interleukin-6-Plasmawerte bei 339 Patienten
mit Bronchialkarzinom ohre Pleuraerguss Hier waren de Fibrinogenwerte bei 48,4 %
aler Patienten (n=164) erhoht. Dabei war die Haufigkeit erhéhter Fibrinogenwerte im
fortgeschrittenen Stadium grosser as im frihen Tumorstadium, besonders bei
Plattenepithelkarzinomen und grosselli gen Karzinomen. Sie verwiesen auf die Akut-
Phase-Re&ktion, de unter anderem durch Interleukin-6 indwziert wird und & Patienten

im fortgeschrittenen Tumorstadium zu erhéhten Fibrinogenwerten fhrt.

Als mogliche Erklérung fur die Korrelation der Fibrinogenkorzentrationen mit der
Uberlebenszeit kann der Einfluss des Fibrinogens auf das Tumorwadhstum genannt
werden, wie @ von Constantini et al. 1991 leschrieben wurde (16). Es wurde auch von

Atagi et a. (1992 eine Inhibition der zellvermittelten Immunantwort auf maligne
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Zé€llen beschrieben (6). Biggerstaff et a. (9) untersuchten de Thrombozytenadhésion an
Tumorzellen und stellten eine durch Fibrin-Monamere gesteigerte Adhasion fest. Sie
beobadteten eine vermehrte Lungenmetastasierung kei Behandiung von Tumoren mit
Fibrin-Monameren. Da bei erhéhter Fibrinogenkonzentration auch vermehrt Fibrin-
Monamere eitstehen, muss diskutiert werden, ob des eine vermehrte
Thrombozytenaggregation am Tumor bewirkt. Auf diese Weise wére es moglich, dass
eine Freisetzung von angiogenetischen Faktoren wie VEGF oder MMP-9 aus

Thrombozyten das Tumorwadstum und somit die Prognose beanflusd.

4.6 Therapeutische Konsequenzen der Ergebnisse

Inhibitoren der Angiogenese unterscheiden sich von dr konventionellen zytotoxischen
Chemotherapie, indem sie vor alem auf normae Endahelzellenzellen wirken. Ein
grosses Problem beim Einsatz von Zytostatika kann de Entstehung von M edikamenten-
Resistenzen sein, da die meisten Tumorzellen genetisch instabil sind. Da Endathelzellen
in der Regel genetisch stabiler sind als Tumorzellen, ist die Entstehung einer Resistenz
gegentiber Inhibitoren der Angiogenese weniger wahrscheinlich (100).

Man kann de neu entwickelten Wirkstoffe zur Angiogenese-Hemmung in drei
Substanzklassen eintellen: 1. Hemmer von Endahelzellen, 2. Blocker von
Angiogenese-Aktivatoren (5, 7, 11, 25, 63, 73, 1pund 3.Blocker des Abbaus der
extrazelluldren Matrix (3, 21, 24, 41, 57, 100, 107, 123, 132

Die Ergebniss dieser Arbeit unterstreichen de starke Bedeutung der Matrixmetall o-
proteinase-9 bei der Tumorprogresson. Da MMP-9 einen grossren Einfluss auf die
Prognose ds VEGF zeigte, liegt die Vermutung nahe, dass eine Blockade von MM P-9
einen grosseren Effekt haben konrte ds die VEGF-Inhibition. Moglicherweise wére
eine selektive Inhibition vonMM P-9 sogar noch effektiver als die Wirkung der bisher
entwickelten MMP-Inhibitoren. Da die Angiogenese jedoch ein multifaktorielles
Geschehen ist, wird mogli cherweise nur eine sequentiell e Blockade mehrerer Faktoren,

maximal e Eff ekte auf die Tumorprogresson erreichen.
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5. Zusammenfasaung

Matrixmetall oproteinase-9 (MM P-9) und vescular endahelial growth factor (VEGF)
sind Proteine, die im angiogenetischen Prozess eine wichtige Rolle spielen. Bel 118
Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom mit Stadium I-1V wurden MM P-9-

undVEGF-Serumwerte vor Therapiebeginn bestimmt.

Die MMP-9- und VEGF-Konzentrationen waren im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant erh6ht. Es wurde ene signifikante negative Korrelation zwischen den MM P-
9- und d&r VEGF- Serumwerten und ar Tumorausbreitung gefunden. Desweiteren
waren de MMP-9- und VEGF- Serumspiegel mit der Fibrinogenkoreentration und
invers mit dem Hamoglohingehalt signifikant assoziiert. Patienten, de innerhalb eines
Jahres verstarben, hatten signifikant hohere MM P-9- und VEGF-Serumspiegel as die,
welche langer als 1 Jahr Uberlebten. MMP-9- und VEGF-Werte hatten in der
univariaten Analyse beide signifikanten Einfluss auf die Uberlebenszeit. In der
multivariaten Analyse waren jedoch nu der Karnofsky-Index, die Thrombozytenzahl,
der Hamoglobinwert und de MM P-9-Serumwerte prognostisch urebhéngige Faktoren.
Das Tumorstadium, die Tumorhistologie, das Geschledht, das Alter, die LDH-
Konzentration und @& VEGF-Serumspiegel hatten in dem untersuchten Koll ektiv
keinen prognostisch urebhéngigen Einfluss

Bei den operierten Patienten korelierte das Auftreten eines Rezidivs sgnifikant mit
erhohten MM P-9-Serumspiegeln. Neben kiassschen prognostischen Faktoren wie
Tumorstadium und Karnofsky-Index scheint der MM P-9-Serumspiegel ein neuer
prognostischer Marker beim nicht-kleinzelli gen Bronchialkarzinom zu sein, mit dem die

Patienten in hach und nedrig Risikogruppen eingestuft werden kémen.
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7. Anhang

X

TO
Tis
T1

T2

T3

Anhang 1

TNM -Klassfikation des nicht-kleinzdli gen Bronchialkarzinoms

Priméartumor kann richt beurteilt werden

oder Nachweis von malignem Zellen im Sputum oder bel Bronchialspilungen,

jedoch Tumor weder radiologisch noch bronchaoskopisch sichtbar.

Kein Anhalt fir Primértumor.

Carcinomain situ

Tumor 3cm oder weniger in grosser Ausdehnung, umgeben vonLungen-

gewebe oder

viszeraler Pleura, kein bronchoskopischer Nachweis einer Infiltration proximal

eines

Lappenbronchus (Hauptbronchus frei).

Tumor mit wenigstens einem der folgenden Kennzeichen hinsichtlich Grosse
oer

Ausbreitung:

- Tumor mehr as 3cm in grésger Ausdehnung

- Tumor befdlt Hauptbronchus, 2cm oder weiter distal der Hauptcarina

- Tumor infiltriert viszerale Pleura

- aszii erte Atelektase oder obstruktive Entziindurg bis zum Hilus,
aber nicht der ganzen Lunge.

Tumor jeder Grosse mit direkter Infiltration einer der folgenden Strukturen:

- Brustwand (einschliesdich der Sulcus-superior-Tumoren)

- Zwerchfell

- mediastinale Pleura

- parietales Perikard

oder Tumor im Hauptbronchus weniger a's 2cm distal der Hauptcarina, aber

Hauptcarina selbst nicht befallen,

oder Tumor mit Atelektase oder obstruktiver Entziindung der ganzen Lunge.
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T4

NX
NO
N1

N2

N3

MX

MO
M1

Tumor jeder Grosse mit Infiltration wenigstens einer der folgenden
Strukturen:

- Mediastinum

- Herz

- grosse Geféass

- Trachea

- Osophagus

- Wirbelkorper

- Hauptcarina

oder vom Primartumor getrennte Tumorherde im gleichen Lungenlappen,
oder Tumor mit malignem Pleuragguss

Regiondre Lymphknden koénren nicht beurtellt werden.

Keine regiondren Lymphkndenmetastasen.

Metastasen in ipsil ateralen peribronchialen undoder in ipsil ateralen
Hiluslymphknden (einschliesdich einer direkten Ausbreitung des
Primartumors).

Metastasen in ipsil ateralen mediastinalen undoder subcarinalen
Lymphknden.

Metastasen in kortralateralen mediastinalen, kortralateralen Hilus-, ipsi- oder

kontralateralen Skalenus- oder supraclavicularen Lymphknden.

Fernmetastasen kénren nicht beurteilt werden.
Keine Fernmetastasen.
Fernmetastasen, einschli esdich vom Primértumor getrennte Tumorherdein

einem anderen Lungenlappen (ipsil ateral oder kontralateral).

(Quelle: 5th edition d the TNM clasdficaion d lung cancer, 1997(108))
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Stadieneinteil ung des nicht-kleinzdli gen Bronchialkarzinoms

Anhang 2

Occult TX NO MO
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | A T1 NO MO
B T2 NO MO
Stadium Il A T1 N1 MO
B T2 N1 MO

T3 NO MO

Stadium I11 A T1 N2 MO
T2 N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

B jedesT N3 MO

T4 jedesN MO

Stadium IV jedesT jedesN M1

(Quelle: 5th edition d the TNM clasdgficaion d lung cancer, 1997(108))
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