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1. EINLEITUNG

11. Das Bronchialkarzinom

Das Bronchialkarzinom weist eine hohe Mortalitatsrate auf, da die Erkrankung
zunachst symptomarm verlauft und die Diagnosestellung zumeist in einem
fortgeschrittenen Stadium erfolgt.

Trotz der Fortschritte in Diagnostik und Therapie liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate
der Patienten mit Lungenkarzinom in europaischen und nordamerikanischen
Landern nur in einem Bereich von 5,5-15,7% (Alberg et al. 2007, National Institute
for Clinical Excellence 2006).

Obwohl die 5-Jahre-krankheitsfreie Uberlebenszeit bei Patienten mit postoperativ
detektiertem Stadium | bei Uber 80% liegt, verringert sich die erwartete
Uberlebenszeit in Stadium 1l und Il dramatisch und ist im Stadium IV &uRerst
gering. Ohne Tumorresektion Uberleben nur wenige Patienten 5 Jahre, auch wenn
bei ihnen zunachst ein Stadium 1A festgestellt wurde (Motohiro et al. 2002, Mc
Garry et al. 2002).

1.2. Epidemiologie

Das Bronchialkarzinom ist mit jahrlich Uber 40000 Sterbefallen in der
Bundesrepublik Deutschland die vierthaufigste Todesursache und die haufigste
Krebstodesursache (Statistisches Bundesamt 2007, Goeckenjan et al. 2010). 26%
aller Krebstodesfalle bei Mannern und 10% bei Frauen sind auf Lungenkrebs
zuruckzufuhren. In Deutschland erkrankten 2002 etwa 45000 Menschen (32000
Manner und 13000 Frauen) an einem Bronchialkarzinom. Dies entspricht knapp
15% aller Krebsneuerkrankungen beim Mann und 6% bei der Frau. 2005
verstarben 40641 Patienten (28959 Manner und 11682 Frauen) an dieser
Erkrankung (Statistisches Bundesamt 2009).



Die Alters- und geschlechtsspezifische Inzidenzrate von Lungenkrebs nimmt mit
dem Alter zu und erreicht ihr Maximum bei Mannern und Frauen in der
Altersklasse zwischen 80 und 84 Jahren (Deppermann 2011, Goeckenjan et al.
2010, Abbildung 1).

Abbildung 1: Alters- und geschlechtsspezifische Inzidenzrate fiir Lungenkrebs in Deutschland (GEKID 2006)
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1.3. Atiologie/Risikofaktoren

Als einer der groften Risikofaktoren ist der Zigarettenkonsum bekannt (Abbildung
2). Atiologisch wird geschétzt, dass weltweit 90% der Bronchialkarzinome durch
Zigarettenrauchinhalation verursacht werden (Doll et al. 2004, Peto et al. 2000).
Dabei besteht eine Korrelation zwischen der Anzahl gerauchter Zigaretten und
dem Risiko ein Bronchialkarzinom zu entwickeln (Boffetta et al. 2011,

Deppermann 2011).



Abbildung 2: Bedeutung einzelner Risikofaktoren im Hinblick auf das Lungenkrebsrisiko nach Pesch et al. 1995
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Als weitere Risikofaktoren werden vor allem Passivrauchen und Erndhrung sowie
Exposition zu Radon, ionisierender Strahlung, partikularer Luftverschmutzung,
Dieselmotoremissionen und Asbest beschrieben. Weitere Risikofaktoren bestehen
in der Exposition zu polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen,
kUnstlichen Mineralfasern, Chromaten, Nickel (metallisch und
Nickelverbindungen), Di- und Monochlordimethylether, sowie Beryllium,
Siliziumdioxid (kristallin), Cadmium, Arsen und wolfram- und kobalthaltigen
Hartmetallstauben und Viren (Epstein-Barr-Virus und humane Papillomaviren)
(Goeckenjan et al. 2010).

Die berufliche Exposition wird fur 9-15% aller Lungenkrebsfalle verantwortlich
gemacht. Die Latenzzeit liegt bei 30-40 Jahren (Nowak und Huber 2006).

Generell sind zur Krebsentstehung mehrere Veranderungen erforderlich.
Genetische Faktoren konnen 2zu einer beschleunigten Akkumulation von
Mutationen und damit zu einem erhdhten Potential flr die Krebsentwicklung in
jungem Alter fihren. Der erbliche Beitrag ist offenbar bei jungen
Lungenkrebspatienten groRer als bei alteren Patienten (Baley-Wilson et al. 2004,
Kreuzer et al. 1998, Schwartz et al. 1996).

Das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom (NSCLC) bei Patienten, die niemals
geraucht haben, ist charakterisiert von einer ansteigenden Inzidenz bei Frauen

und einem haufigeren Auftreten von Adenokarzinomen im Vergleich zu Patienten



mit NSCLC bei Rauchern. Uberdies gibt es bei Nichtrauchern eine bessere
Prognose des NSCLC als bei Rauchern; dies gilt sowohl bei operierten als auch

bei nicht operablen Karzinomen in fortgeschrittenem Stadium (Yano et al. 2011).

1.4. Trend

Die Erkrankungshaufigkeit erreichte bei Mannern Ende der 1980er Jahre in
Deutschland ihren Gipfel; seitdem ist die Inzidenz regredient. Bei Frauen nimmt
demgegenuber die Erkrankungshaufigkeit zu (Abbildung 3). Erstmals traten bei
Frauen unter 40 Jahren so viele Lungenkrebserkrankungen wie unter
gleichaltrigen Mannern auf. Dies ist im Wesentlichen auf den steigenden Anteil an
Raucherinnen zurlckzufuhren (Goeckenjan et al. 2010, Robert-Koch-Institut
2008).

Abbildung 3: Altersstandardisierte Inzidenz und Mortalitat in Deutschland 1970-2002
Falle pro 100000 (Europastandardbevolkerung (Robert-Koch-Institut 2008)
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1.5. Geographische Verteilung

Die geographische Verteilung des Bronchialkarzinoms zeigt grof3e regionale
Unterschiede. Bronchialkarzinome treten am haufigsten in entwickelten Landern
wie in  Nordamerika und Europa auf. Sie sind dagegen selten in
Entwicklungslandern, speziell in Stdafrika und Stdamerika zu finden. Wahrend
die Erkrankungshaufigkeit in den entwickelten Landern abnimmt, nimmt sie in den
Entwicklungslandern zu. Auch innerhalb der Lander schwankt die
Lungenkrebshaufigkeit stark. Sie war in der Vergangenheit in groen Stadten und
in Industriegebieten besonders hoch. Dies flhrte zu der Annahme, dass die
Luftverschmutzung hierfir verantwortlich sei. Die genauere Erforschung der
Ursachen ergab, dass hierfir primar das regional starkere Rauchen und die
haufigere berufliche Exposition gegenuber Kanzerogenen verantwortlich waren.
Die Luftverschmutzung leistete dagegen nur einen kleinen Beitrag. Dies gilt auch
fur Deutschland (Alberg und Samet 2005, Wichmann et al. 1991).

1.6. Klinik

1.6.1. Symptome

Circa 90% aller Patienten weisen bei Diagnosestellung Symptome auf. Neben
Husten, Gewichtsverlust, Hamoptysen und Luftnot berichten die Patienten Uber
Brust- und Knochenschmerzen sowie ein allgemeines Schwachegefuhl. Die
Prognose asymptomatischer Patienten ist geringflgig besser als diejenige
symptomatischer Patienten (Carbone et al. 1970, Spiro et al. 2007). Mehrwochige
bis mehrmonatige Verzogerungen in der Diagnosestellung sind haufig. Sie
entstehen einerseits durch die verspatete Vorstellung beim Hausarzt, andererseits
durch die verspatete Vorstellung des Patienten bei einem Pneumologen (Koyi et
al. 2002).

Die Diagnose eines Bronchialkarzinoms sollte innerhalb von 2 Monaten nach
Auftreten klinischer Symptome gestellt und die Behandlung innerhalb von 6

Wochen nach Diagnosestellung eingeleitet worden sein (Spiro et al. 2007).
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1.7. Histologische Klassifikation

Die histologische Klassifikation der Bronchialkarzinome erfolgt gemaf der
WHO-Konsensuskonferenz von 2004 (Travis et al.):
Neben den kleinzelligen Karzinomen unterscheidet man folgende Typen

nicht-kleinzelliger Bronchialkarzinome (Tabelle 1):

Tabelle 1:Histologische Klassifikation des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (WHO 2004)

| Plattenepithelkarzinom mit den Subtypen

- Papillares Plattenepithelkarzinom

- Klarzelliges Plattenepithelkarzinom
- Kleinzelliges Plattenepithelkarzinom

-  Basaloides Plattenepithelkarzinom

] Adenokarzinom mit den Subtypen:
- Adenokarzinom mit gemischten Subtypen
- Azinares Adenokarzinom
- Papillares Adenokarzinom
- Bronchioalveolares Adenokarzinom
->nicht muzinds
->muzinds
—>gemischt muzinds und nicht-muzinds oder unbestimmt
- Solides Adenokarzinom mit Schleimbildung
->Fetales Adenokarzinom
“>Muzindses Karzinom
“>Muzindses Zystadenokarzinom
- Siegelringzellkarzinom

—>Klarzelliges Adenokarzinom

Il | GroRzelliges Karzinom mit den Subtypen:

- GroRzelliges neuroendokrines Karzinom

- Kombiniertes grofRzelliges neuroendokrines Karzinom
- Basaloides Karzinom

- Lymphoepitheliom-ahnliches Karzinom

- Klarzelliges Karzinom

- GroRzelliges Karzinom mit rhabdoidem Phanotyp
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Adenosquamoéses Karzinom

Sarkomatoides Karzinom mit den Subtypen:
- Pleomorphes Karzinom
- Spindelzelliges Karzinom
- Riesenzelliges Karzinom
- Karzinosarkom

- Pulmonales Blastom

\

Karzinoide:
- Atypisches Karzinoid

- Typisches Karzinoid

Vil

Karzinome vom Typ der Speicheldrisenkarzinome mit den Subtypen
- Mukoepidermoides Karzinom
- Adenoid-zystisches Karzinom

- Epithelial-myoepitheliales Karzinom

1.8.

1.8.1.

Diagnose/Staging

Basisdiagnostik

Zur Basisdiagnostik eines Bronchialkarzinoms gehodren eine gute Anamnese, die

korperliche Untersuchung sowie eine nativradiologische Untersuchung des Thorax

in zwei Ebenen und bei entsprechendem Verdacht auf ein Bronchialkarzinom eine

Computertomographie, Bronchoskopie und  eine
(Goeckenjan et al. 2010).

Abdomensonographie
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1.8.2. Bildgebende Verfahren

Die Thoraxubersicht in zwei Ebenen wird als initiales radiologisches Verfahren in
der Abklarung eines Bronchialkarzinoms empfohlen und ist das am haufigsten
eingesetzte initiale radiologische Verfahren im Thoraxbereich.

Das Bronchialkarzinom zeigt sich hier direkt als Rundherd, oder indirekt als
Atelektase, Mediastinalverbreiterung oder als Pleuraerguss. Sowohl bei positivem
als auch bei negativem Befund und Diskrepanz zur Kilinik sollte eine
weitergehende Diagnostik erfolgen. Die Computertomographie sollte dabei
grundsatzlich als kontrastmittelverstarkte Untersuchung von Thorax und
Oberbauch durchgefuhrt werden. Die Diagnose eines Bronchialkarzinoms kann
mittels Computertomographie auf vielfaltige Weise gestellt werden: Offensichtliche
Zeichen von Infiltrationen oder Metastasierung erlauben die Diagnose eines
malignen Prozesses. DarlUber hinaus ergeben sich aus morphologischen Kriterien,
Kontrastmittelaufnahme oder Wachstumsnachweis in Verlaufsuntersuchungen
klare Hinweise auf einen malignen Tumor. Da die Computertomographie genaue
Informationen Uber die Lage von Lasionen liefert, sollte sie stets vor invasiven
Malnahmen wie einer Bronchoskopie erfolgen, um diese gezielt und zeitsparend
durchfuhren zu kénnen. In mehreren Studien galt die Kontrastmittelaufnahme als
wichtiger Hinweis auf die Dignitat eines solitdiren Rundherdes (Swensen et al.
2000).

1.8.3. Bronchoskopie

Die Bronchoskopie stellt die wichtigste Methode zur Diagnosesicherung dar.
Insbesondere bei zentralen Tumoren besteht eine sehr gute diagnostische
Sicherheit (Honeybourne et al. 2001). Bei peripheren Tumoren hangt die
Trefferquote von der RundherdgroRe ab (Xie et al. 2002). Bei peripheren Tumoren
sollte eine Kombination verschiedener Techniken zum Einsatz kommen wie der
Einsatz von Buirste, Nadel, Katheter oder Zange (Yung 2003). Hierdurch kann
unter Verwendung eines Durchleuchtungsgerates die diagnostische Erfolgsquote
gesteigert werden. Falls in vorausgegangenen Untersuchungen vergrof3erte

Lymphknoten gesehen wurden, sollte wahrend der Bronchoskopie eine
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transbronchiale Nadelaspiration erfolgen. Hier kann in bis zu 70% der Falle eine

zytologische Sicherung erreicht werden (Bungay et al. 2000).

1.8.4.  Zytologische Diagnosestellung

Bei Patienten mit einem Bronchialkarzinom hat die Differenzierung zwischen
einem kleinzelligen und einem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom nach wie vor
die grolte Bedeutung, da sich deren Therapien grundsatzlich voneinander
unterscheiden. Die Abgrenzung dieser beiden Entitaten kann durch
Sputumzytologie, zytologische Beurteilung transthorakale Feinnadelaspirate sowie
durch bronchoskopisch gewonnene Materialien wie Spulung, Burstung bzw.
Bronchiallavage und Biopsie erfolgen, falls eine histologische Sicherung nicht

mdglich ist (Goeckenjan et al. 2010).

1.8.5. Thorakoskopie

Bei Patienten mit unklarem Pleuraerguss und vor Durchfuhrung einer kurativen
Lokaltherapie (Operation, Bestrahlung) sollte bei unauffalliger Zytologie im
Pleurapunktat eine Thorakoskopie entweder in Allgemeinnarkose oder in
Lokalanasthesie zum Beweis bzw. zum Ausschluss einer pleuralen
Metastasierung durchgefuhrt werden (Antunes et al. 2003). Im Falle eines kleinen
peripheren Rundherdes sollte hingegen primar eine videoassistierte
Thorakoskopie in Allgemeinnarkose durchgeflhrt werden (Goeckenjan et al.
2010).

1.8.6. Mediastinoskopie/ Thoraxsonographie

Bei Patienten mit vergroBerten Lymphknoten bietet die Mediastinoskopie die
Moglichkeit einer invasiven histologischen Sicherung mit einer Sensitivitat von 80-
90% (Porte et al. 1998).

14



Die transthorakale Sonographie dient zum Erkennen eines Pleuraergusses und ist
der Roéntgenuntersuchung des Thorax diesbezuglich Uberlegen (Mayo und
Doelken 2006, Beaulieu und Marik 2009)

1.8.7.  Nuklearmedizinische Diagnostik

Die  Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist ein nicht-invasives,
nuklearmedizinisches Schnittbildverfahren zur Darstellung und quantitativen
Messung physiologischer Funktionen und biochemischer Prozesse mittels
entsprechender Radiopharmaka. In der Onkologie nutzt die PET den erhdhten
Tumorstoffwechsel und andere spezifische pathophysiologische Prinzipien zum
Tumornachweis.

Die geringe Menge der fir die Untersuchung verwendeten Radioisotope flihrt zu
einer relativ geringen Strahlenexposition, die im Allgemeinen der GroRenordnung
einer Rontgen-Untersuchung entspricht. Aufgrund des stark vermehrten
Glucosemetabolismus (gemessen als ,Standardized Uptake Value®, SUV) der
meisten soliden Tumoren sowie Lymphomen wird in der klinischen Praxis fast
ausschlieBlich das Glucoseanalogon 2-F-18-Fluoro-2-Desoxy-D-Glucose (F-18-
FDG) eingesetzt. PET-Vollringscanner stellen heute den Standard mit
bestmoglicher Bildqualitdt dar. Eine technische Weiterentwicklung ist die
integrierte PET/CT, womit die Vorteile der PET (hohe Sensitivitat) und der CT
(sehr gute morphologische Auflosung und anatomische Detaildarstellung)

verknupft werden (Goeckenjan et al. 2010).

1.8.8.  Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung des Bronchialkarzinoms erfolgte bis 2009 nach dem TNM
System und der UICC-Stadieneinteilung in der 6. Auflage in der unverandert
ubernommenen 5. Fassung von 1997 (Sobin und Wittekind 2002). Ab 2010 gilt die
7. Auflage der TNM Kiassifikation und Stadieneinteilung der UICC

(Sobin et al. 2009, Detterbeck et al. 2009, Tabelle 2)
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Tabelle 2: Vergleich der TNM-Klassifikation 5.und 6. Auflage mit der von der IASLC vorgeschlagenen Klassifikation

(UICC 7. Auflage)

UICC TNM 5.+6. Auflage

IASLC, UICC TNM 7. Auflage

T1 | Tumor bis 3cm T1 Tumor bis 3cm
umgeben von Lungengewebe oder viszeraler umgeben von Lungengewebe oder viszeraler Pleura
Pleura Hauptbronchus bronchoskopisch frei
Hauptbronchus bronchoskopisch frei
T1a | Léasion bis 2cm
T1b | Lasion > 2cm <3cm
T2 | Tumor >3cm oder T2 Tumor >3cm <7cm mit Befall von
Befall von Hauptbronchus =2cm entfernt von - Hauptbronchus =2cm entfernt von Carina oder
Carina oder - viszerale Pleura infiltriert oder
viszerale Pleura infiltriert oder - Atelektase oder obstruktive Entziindung bis zum
Atelektase oder Hilus aber nicht der ganzen Lunge
obstruktive Entziindung bis zum Hilus, aber
nicht der ganzen Lunge T2a | Lasion < 5cm
T2b | L&sion < 7cm
T3 | Tumor jeder GréRe mit Infiltration von T3 T2-Tumor >7cm
- Brustwand oder Tumor jeder GrofRe mit Infiltration von
- Zwerchfell oder - Brustwand oder
- Mediastinaler Pleura oder - Zwerchfell oder
- Parietalem Perikard - Mediastinaler Pleura oder
- Parietalem Perikard
Hauptbronchus <2cm entfernt von Carina, Carina selbst frei
Atelektase oder obstruktive Entziindung der ganzen Lunge
getrennte Herde im gleichen Lungenlappen
T4 | Tumor jeder Grofe mit Infiltration von T4 Tumor jeder GréRe mit Infiltration von

- Mediastinum oder
- Herz oder
- GroRen Gefallen
- Trachea oder
- Osophagus oder
- Wirbelkorper oder
- Carina
getrennte Herde im gleichen Lungenlappen

Tumor mit malignem Pleuraerguss

- Mediastinum oder
- Herz oder

- Grollen Gefalten
- Trachea oder

- Osophagus oder
- Wirbelkorper oder
- Carina

Tumorherde im anderen Lungenlappen ipsilateral
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M1

Tumorherde in einem anderen Lungenlappen
ipsilateral

Tumorherde in einem anderen Lungenlappen
kontralateral

Fernmetastasen

M1a

Tumor mit malignem Pleura- oder Perikarderguss

Tumorherde in der kontralateralen Lunge

M1b

Fernmetastasen

Eine Stadieneinteilung (Tabelle 3) sollte zur prognostischen Abschatzung, zur

Therapieplanung und aus Grunden der Qualitatssicherung erfolgen. Lediglich bei

den Patienten, die z.B. aufgrund eines schlechten Allgemeinzustandes einer

tumorspezifischen Therapie nicht zuganglich sind und die somit nur supportiv-

palliativ behandelt werden kdénnen, kann wegen fehlender therapeutischer

Konsequenzen auf systematische Staginguntersuchungen verzichtet werden.

Tabelle 3: Neue Stadieneinteilung nach Vorschlag der IASLC (UICC 7. Auflage)

Okkultes Karzinom | Tx NO MO
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T1a NO MO
T1b NO MO
Stadium 1B T2a NO MO
Stadium IIA T1a N1 MO
T1b N1 MO
T2a N1 MO
T2b N1 MO
Stadium IIB T2b N1 MO
T3 NO MO
T3 gleicher Lappen NO MO
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Stadium Il1A T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T3 gleicher Lappen* | N1 MO
T3 gleicher Lappen* | N2 MO
T4 Ausdehnung NO MO
T4 Ausdehnung N1 MO
T4 Herde ipsilateral# | NO MO
T4 Herde ipsilateral# | N1 MO
Stadium IIIB T4 Ausdehnung N2 MO
T4 Herd ipsilateral# N2 MO
Jedes T N3 MO
Stadium IV Jedes T JedesN | M1a  (Maligner
Pleura- oder
Perikarderguss
oder
Kontralaterale
Metastase
Jedes T Jedes N | M1b
(Fernmetastasen)

* Herd/e im gleichen Lappen

# Tumorherd/e im anderen Lungenlappen ipsilateral
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1.9. Therapie

1.9.1. Behandlungsstrategien

Zur Behandlung nicht-kleinzelliger Bronchialkarzinome stehen verschiedene
stadienabhangige Therapieoptionen zur Verfugung. Dazu gehoéren chirurgische
Eingriffe, Radio- und Chemotherapie. Aulierdem stehen auch neuere
Therapiekonzepte v. a. in der adjuvanten oder Rezidiv-Situation zur Verfigung;

darunter solche mit Tyrosinkinaserezeptoren als Therapieziel.

1.9.2. Stadium /1l und [lIA (T3N1MO)

Die Operation in kurativer Absicht ist das Verfahren der Wahl. In Stadium | und Il
ist eine radikale Resektion anzustreben. Die Lobektomie einschlief3lich
systematischer Dissektion ipsilateraler Lymphknoten ist die empfohlene
chirurgische MalRnahme. In seltenen Fallen ist eine Pneumonektomie erforderlich.
Bei bestimmter Tumorlokalisation ist eine Manschettenresektion zulassig, sofern
ein ausreichender Sicherheitsabstand gewahrleistet werden kann. Ist eine
Lappenresektion aufgrund von Komorbiditaten oder einer Lungenfunktions-
einschrankung nicht moglich, wird eine parenchymsparende Resektion oder eine
Strahlentherapie empfohlen.

Auch bei Bronchialkarzinomen mit Brustwandinfiltration ist eine RO Resektion
anzustreben. Bei einer Pleurainvasion ohne Rippeninfiltration ist eine extrapleurale
Lyse erlaubt und bei tieferer Infiltration eine Vollwandresektion obligat. Bei
Brustwandinfiltration kann trotz histologisch dokumentierter RO Resektion,
aufgrund der Tumorlokalisation bzw. Nahe zum Resektionsrand eine
postoperative Bestrahlung im Einzelfall erwogen werden. Bei R1 Resektion sollte
wenn maglich die Nachresektion erfolgen. Ist eine Nachresektion nicht moglich
wird die volldosierte Nachbestrahlung des OP-Bettes (60Gy in 6 Wochen)
empfohlen. Die Entscheidung sollte interdisziplinar unter Beteiligung von

Entscheidungstragern mit hinreichender Erfahrung erfolgen (Gould et al 1999).

19



Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt heutzutage fiir das postoperativ gesicherte
Stadium 1A 69-89% (Mountain 1997), fur das Stadium IB 52-75% (Okada et al.
2004). Das Stadium lla, 1IB (N1 Status) beschreibt den Befall intrapulmonaler und/
oder hilarer Lymphknoten in Gegenwart eines T1- oder T2 Tumors. Die Operation
in Form der Lobektomie, erganzt durch ipsilaterale Lymphknotendissektion, ist
Bestandteil der Behandlung in Stadium lla und IIB (N1).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt fiir das Stadium IIA 45% (Mountain 1997) bis
52% (Okada et al. 2004), 33% fur das Stadium IIB (N1) (Mountain 1997) und 24%
(Mountain 1997) bis 44% (Okada et al. 2004) fur das Stadium IlIA.

Nach RO Resektion und systematischer Lymphknotendissektion sollten Patienten
im Stadium 1l bzw. IIA1/11IA2 (Subklassifikation nach Robinson, Tabelle 4) in
gutem Allgemeinzustand eine adjuvante Chemotherapie erhalten. Der Beginn
einer pra- und/oder postoperativen wie z.B. cisplatinbasierten Chemotherapie oder
einer postoperativen Radiotherapie sind jedoch entsprechend Stadium und
Allgemeinzustand des Patienten interdisziplinar zu diskutieren.

Die Strahlentherapie ist die effektivste Therapie des NSCLC im Stadium /Il bei
»funktionell“ inoperablen Tumoren. Die Bezeichnung ,funktionell* umfasst sowohl
Patienten, die aufgrund ihrer Lungenfunktionseinschrankungen wie auch aufgrund
von bestehender Komorbiditat oder Alter einem thoraxchirurgischen Eingriff nicht
zuganglich sind. Bei inoperablen Patienten im Stadium T1-3NO sollte die Indikation

fur eine adaquat dosierte, stereotaktische Strahlentherapie gepruft werden.

Tabelle 4: Klassifikation von Untergruppen des Stadiums (llIA (N2) (nach Robinson et al. 2003 und 2007)

Untergruppe | Beschreibung

A1 Inzidentieller Nachweis von mediastinalen Lymphknotenmetastasen
in einer Lymphknotenstation bei der postoperativen histologischen Untersuchung des

Resektats

A2 Intraoperativer Nachweis von Lymphknotenmetastasen in einer

Lymphknotenstation
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11 A3 Praoperativer Nachweis von Lymphknotenmetastasen in einer oder mehreren
Lymphknotenstationen durch Staging mittels Mediastinoskopie, Feinnadelbiopsie oder
PET

Il A4 .bulky“ (ausgedehnte) oder

fixierte N2 Metastasen oder

Metastasen in mehreren Lymphknotenstationen (mediastinale Lymphknoten >2-3cm)
mit extrakapsularer Infiltration;

Befall mehrerer N2-Lymphknotenstationen;

Gruppen multipler befallener kleinerer (1-2cm) Lymphknoten

1.9.3. Pancoast-Tumor

Als Pancoast-Tumoren werden apikale Bronchialkarzinome (T3-T4) mit Pancoast-
Syndrom (z.B. Infiltration von Plexus brachialis, Ganglion stellatum, Rippen,
Wirbelkorper) bezeichnet, die im Lungenapex entstehen. Sie infiltrieren haufig die
obere Thoraxwand mit Rippen und Wirbelkdrpern. Ein Wachstum in den Plexus
brachialis, das Ganglion stellatum und die subklavikularen GefalRe ist ebenfalls
haufig. Je nach den infiltrierten Strukturen konnen Armschmerzen, Armparese,
Hornersyndrom, oder Armvenenthrombosen das klinische Leitbild sein.
Pancoast-Tumoren stellen eine prognostisch eigenstandige klinische Entitat dar,
die aber dennoch in sich eine grof3e klinische Heterogenitat aufweist. Die
entscheidenden Faktoren dafur sind hierbei die unterschiedlichen Tumorstadien
(1B, 1A, 1IB), wobei dem mediastinalen Lymphknotenbefall eine grol3e
prognostische Bedeutung zukommt. Aufgrund der Seltenheit dieses
Krankheitsbildes gibt es bislang keine prospektiv-randomisierten klinischen
Untersuchungen.

Trotz der ungunstigen Tumorlokalisation im Sulcus superior (Infiltration von Plexus
cervicalis und/oder brachialis, Brustwand, Wirbelkorper, Rickenmark) ist die
komplette Resektion des Tumors (RO: mikroskopisch freie Rundrander) von

entscheidender Bedeutung flr die langfristige Prognose bei fehlendem
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Lymphknotenbefall. Bei Pancoast-Tumoren im Stadium II-llIB wird eine
neoadjuvante Radiochemotherapie mit anschlieRender Resektion empfohlen.
Patienten mit technischer oder funktioneller Inoperabilitdt sollten eine definitive

Radiochemotherapie erhalten (Goeckenjan et al. 2010).

1.9.4. Stadium 11l (T1-3 N2/ T1-3 N3/ T4 NO-3)

Die urspringlich von Mountain beschriebene und von der UICC Ubernommene
Stadienunterteilung in [lIA und IllIB unterscheidet technisch resektable jedoch
prognostisch ungunstige Tumorausbreitungen in Stadium IlIA von der in der Regel
technisch inoperablen Erkrankungsausdehnung (Stadium 1lIB). Eine adjuvante
Chemotherapie wird im Stadium IlIA mit inzidentiellem N2-Status (IIIA1 bzw. 111A2)
nach kompletter RO-Resektion und systematischer Lymphknotendissektion
empfohlen.

Flr den Einsatz der Operation im Stadium I[lIA (N2) und bei selektionierten
Patienten im Stadium I1lIB ist die klare Abgrenzung von prognostischen
Subgruppen gemafl des initial vorliegenden mediastinalen Lymphknotenbefalls
von Bedeutung.

In Stadium 11IA1/1lIA2 und bei selektionierten Patienten in Stadium IlIB (T4 NO/1)
und fehlenden Hinweisen auf einen mediastinalen Lymphknotenbefall (negatives
CT, negative Mediastinoskopie, negatives PET) erfolgt primar die Operation. Wird
dann intraoperativ makroskopisch oder mikroskopisch ein Befall mediastinaler
Lymphknoten nachgewiesen (Stadium Il1IA1 oder Il1IA2 nach Robinson) erfolgt eine
adjuvante Chemotherapie. Dartiber hinaus sollte die Indikation fir eine adjuvante
mediastinale Radiotherapie im Nachgang zur Chemotherapie geprift werden.

In der Subgruppe T4 NO/1 des Stadiums IlIA2 ist die primare Operation bzw. die
Integration operativer Therapieverfahren bei medizinischer und funktioneller
Operabilitéat in folgenden Fallen moglich: Karinabefall, minimaler Trachealbefall,
minimaler Befall des rechten Atrium, Infiltration der V.cava oder der
Pulmonalarterie und ipsilobare Metastase im tumortragenden Lungenlappen
(Grunenwald und Le 1997, DiPerna und Wood 2005, Inoue et al. 1998, Nagai et
al. 2007, Rami-Porta et al. 2007, Van Raemdonck et al. 1992).
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Eine adjuvante Chemotherapie ist aufgrund des individuell hohen systemischen

Rezidivrisikos moglich und interdisziplinar zu diskutieren.

1.9.5.  Stadium IlIA (N2) / 1B (T4 N3)

Die Lebenszeit von Patienten im Stadium [lIB/IV ist begrenzt (Median 8-12
Monate). Bei Patienten im Stadium [IIB/IV in gutem Allgemeinzustand sollte eine
cisplatinbasierte Kombinationschemotherapie zur Verbesserung der
Uberlebenszeit, der Krankheitskontrolle und der Lebensqualitadt durchgefiihrt
werden. Bei diagnostisch gesichertem Vorliegen einer singularen Metastase in
Hirn oder Nebenniere und bei Vorliegen eines vollstandig resezierbaren
Lungentumors ohne Anhalt fur mediastinale Lymphknotenmetastasen (cT1-4,
cNO-1, cM1) kann im Einzelfall empfohlen werden, zunachst eine zerebrale
Metastasektomie  mit  anschlieBender  Ganzhirnbestrahlung oder eine
Adrenalektomie vorzunehmen und anschlieRend den Lungentumor zu resezieren,
sowie eine postoperative Chemotherapie vorzunehmen. Bei Patienten mit
schmerzhaften Skelettmetastasen sollte die Indikation einer Strahlentherapie
gepruft werden. In der Regel handelt es sich bei palliativen Lungenresektionen
und Brustwandeingriffen um Einzelfallentscheidungen (Goeckenjan et al. 2010).
Weitere Therapiemaoglichkeiten gibt es z.B. in Form einer adjuvanten Therapie mit
Tyrosinkinaseinhibitoren. Eine Erst-Linien Therapie erfolgt bei aktivierender EGFR
Mutation mit den EGFR Inhibitoren Gefitinib oder Erlotinib.

Im folgenden Teil werden nun die pharmakologischen Grundlagen einer

adjuvanten Antikdrper-/Inhibitortherapie vorgestelit.

1.10. Molekulare Grundlagen

Hannahan und Weinberg (Hannahan und Weinberg 2000) haben in
ihrem Artikel: “The Hallmarks of Cancer” die sechs Prinzipien

geschildert, die fur die Karzinogenese wichtig sind (Abbildung 4):
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Abbildung 4: Die sechs Prinzipien der Karzinogenese nach Hannahan und Weinberg: “Selbstversorgung der Tumorzellen
mit Wachstumssignalen, Nicht-Ansprechen auf Wachstumssignale, Fahigkeit der Apoptose zu entgehen,

uneingeschrankte Teilungsfahigkeit, Fahigkeit zur Angiogenese, Invasion und Metastasierung*

Far die Tumorentstehung ist die ,Selbstversorgung” der Tumorzellen mit
Wachstumssignalen wichtig. Diese Signale werden in normalen Zellen durch
Transmembranrezeptoren weitergeleitet, die verschiedene Liganden binden. Bei
vielen Tumoren sind Wachstumsfaktorrezeptoren (oft mit Tyrosinkinaseaktivitat)
amplifiziert/mutiert. Dazu gehoren z.B. der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor
(EGFR) oder der HER2 Rezeptor. HER2 und EGFR sind homologe Rezeptoren,
die zur erb-Tyrosinkinase-Rezeptorfamilie zusammengefasst werden. Genetische
Aberrationen von EGFR oder HER2 sind Indikatoren fir ein aggressives
Tumorwachstum und eine schlechte Prognose. Haufig sind sie amplifiziert bzw.
Uberexprimiert.

HER2 Amplifikation findet sich haufig in Mammakarzinomen (Cho et al. 2008,
Owens et al. 2004, Slamon et al. 1987). EGFR Amplifikationen lassen sich
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dagegen haufig in Magenkarzinomen nachweisen (Marx et al. 2009, Yoshida et al.
1989).

Auch Mutationen von EGFR und HER2 spielen bei der Entwicklung von Tumoren
eine grol3e Rolle (Paez et al. 2004, Wang et al. 2006).

1.10.1. Rezeptor-Thyrosinkinasen

Proteinkinasen sind Komponenten der SignalUbertragungswege, welche das
Zellwachstum und die Anpassung an die extrazellulare Umgebung regulieren.
Durch Weiterleitung von Informationen von extrazellularen oder zytoplasmatischen
Vorgangen an den Nukleus werden die Gentranskription und/oder die DNA
Synthese sowie cytoplasmatische Vorgange beeinflusst.

Das humane Genom beinhaltet etwa 550 Proteinkinasen und dazu 130
Proteinphosphatasen, die die Phosphorylierung von Signalmolekulen regulieren.
Die Proteinkinasen kénnen in drei verschiedene Kategorien eingeteilt werden:
Tyrosinkinasen, mit spezifischer Aktivitat einzig fur Tyrosinabbauprodukte, Serin-
/Threoninkinasen mit einer Aktivitat nur fur Serin- und Threoninkinasen, sowie
Kinasen, welche eine Aktivitat fir beide der zuvor genannten besitzen.
Tyrosinkinasen gehdren somit zur Gruppe der Proteinkinasen. Man unterscheidet
membrangebundene  Tyrosinkinasen von nicht membrangebundenen
Tyrosinkinasen. Durch Phosphorylierung wird die Aktivitat des Zielproteins
beeinflusst. Wachstumsfaktoren und andere Liganden binden und aktivieren die
Tyrosinkinaserezeptoren unter physiologischen Bedingungen. Eine mutierte oder
amplifizierte zellrezeptorgebundene Tyrosinkinase kann die Anwesenheit von
Wachstumsfaktoren simulieren und so auf die Zellproliferation einwirken (Chabner
et al. 2011).

Eine abnormale Aktivierung spezifischer Tyrosinkinasen findet sich in vielen
menschlichen Neoplasien, welche sie zu attraktiven molekularen Zielen fur die
Krebstherapie werden lassen (Blume-Jensen und Hunter 2001).

Zu einer Subgruppe von Thyrosinkinaserezeptoren zahlen die Mitglieder der c-erb-
bzw. human epidermal growth factor Molekule wie HER1 (EGFR), HER2, HER3
und HER4 (Koutsopoulos et al. 2007).
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1.10.2. Die Funktion von HER2

HER2 gehort zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren. Es
stimuliert die Zellproliferation Uber den RAS-MAP-Kinase-Weg und hemmt die
Apoptose Uber den mTOR Signalweg (Yarden und Sliwkowski 2001, Olayioye
2001, Hudis und Clifford 2007, Abbildung 5A).

Abbildung 5A: Signaltransduktion der HER-Familie (Hudis und Clifford 2007)
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HER2 spielt eine grolRe Rolle bei vielen menschlichen Krebserkrankungen und ist
in gewissen Entitaten verbunden mit einer schlechten Prognose (Hynes und Lane
2005, Normanno et al. 2005, Rabindran 2005).

HER2 Amplifikation und HER2 Uberexpression sind z.B. wichtige Marker fir
schwere Krankheitsverlaufe bei Patienten mit Mammakarzinomen.

HER2 Uberexpression konnte auch in nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomen
mittels Immunhistochemie in vielen Arbeiten in 4,4%-43% beobachtet werden
(Tabelle 5). Dabei zeigte sich eine hohere Rate an Uberexpression in
Adenokarzinomen als in Plattenepithelkarzinomen der Lunge (Bunn et al. 2001,
Han et al. 2002, Heinmoller et al. 2003, Hirsch et al. 2002, Junker et al. 2005,
Nakamura et al. 2003, Pelosi et al. 2005, Tan et al. 2003, Tabelle 5).
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Tabelle 5: IHC entsprechend der FDA anerkannten Kriterien:

Autor/ Jahr | Journal Titel Anzahl/ Entitat/ Korrelation Kit
Positivitat
Bunn et al. | Clinical Expression of Her-2/neu in human | 6/19(2+3+) 3/10 AD HercepTest  (DAKO,
2001 cancer lung  cancer cell lines by | =31,6% 1/3 LCLC Corp., Carpinteria, CA)
research immunohistochemistry and | 2+ (26%aller | 2/6 PEC
fluorescence in situ hybridization and | Zellreihen)
its relationship to in vitro cytotoxicity | 3+ (9%aller
by trastuzumab and | Zellreihen)
chemotherapeutic agents
Cappuzzo Journal of | Increased HER2 gene copy number | 5/72=7,0% Keine Angabe Uber | Herceptest (DAKO,
et al. 2005 clinical is associated with response to Entitaten Glostrup, Denmark)
oncology gefitinib therapy in epidermal growth
factor receptor-positive non-small-
cell lung cancer patients
Cox et al. | Inter- Herceptest: Her2 expression and | 15/344 Keine Angabe Uber | HercepTest (DAKO,
2001 national gene amplification in non-small cell | =4,4% Entitat. Glostrup, Denmark)
Journal of | lung cancer 8x2+, 7x3+ Keine
Cancer Korrelation zwischen
HercepTest,
Positivitat.
Differenzierung
oder Histologie
Erman et | Lung Epidermal growth factor receptor, | 6/14=43% Uberexpression von | HercepTest  (DAKO,
al.2005 cancer HER-2/neu and related pathways in | 2x2+, 4x3+ HER2 war weniger | TAPPES, France)
lung adenocarcinomas with haufig in muzindsen
bronchioloalveolar features (17%) als in nicht
muzindsen und
gemischten Tumoren
(63%) zu finden
p=0,13
Han et al. | Human Prognostic value of | 25/85=29% 18x AD Rabbit polyklonal;
2002 pathology immunohistochemical Expressions of 4x PEC DAKO, Capinteria, CA
p53, HER-2/neu, and bcl-2 in Stage | | Keine 2x LCLC
Non-Small-Cell Lung Cancer Angabe Uber | 1x AD-sq
Definition
einer HER2- | Keine signifikante
Uberex- Korrelation beziiglich
pression Tumorgroéfie, Alter,
Geschlecht, Histologie
und Differenzierung
Hein- Clinical HER2 status in non-small cell lung | 83/410=20% 29% der AD HercepTest  (DAKO,
moller et | cancer cancer: results from  patient | 76x2+, 7x3+ 18% der PEC Hamburg)
al. 2003 research screening for enroliment to a phase 11%der LCLC
Il study of Herceptin 17% der
NSCLC
(histologisch nicht
naher
gekennzeichnet)
Hirsch et | British Evaluation of HER-2/neu gene | 39/238=16% 35% aller AD HercepTest (DAKO,
al. Journal of | amplification and protein expression | 30x2+, 9x3+ 20% aller LCLC Glostrup, Denmark)
cancer in non-small cell lung carcinomas 1% aller PEC
Junker et | Clinical HER2/neu expression and | -Vor Chemo- | Vor HercepTest
al. 2005 cancer amplification in non-small cell lung | therapie: Chemotherapie:
research cancer prior to and after neoadjuvant | 8/105=7,6% 5xAD
therapy 8x2+
3xPEC
-Nach
Chemo- Nach Chemotherapie:
therapie:
6/44=13,6% 4xAD
5x2+, 1x3+ 2xPEC
Langer et | Journal of | Trastuzumab in the treatment of | 44/139 Keine Angabe Uber | HercepTest (DAKO
al. 2004 clinical advanced non-small-cell lung | =31,7% Entitat Corp., Carpinteria, CA)
oncology cancer: Is there a role? Focus on | 31x2+, 13x3+
Eastern  Cooperative =~ Oncology
Group Study 2598
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Nakamura Inter- Correlation between encoded protein | 13/50=26% -10/34 (29%) Rabbit antihuman
et al. 2003 national overexpression and copy number of | (2+,3+) aller AD HER2 protein
journal of | the HER2 gene with survival in non- polyclonal antibody
cancer. small cell lung cancer -3/15 (20%) aller PEC | (DAKO, Copenhagen,
Denmark)
0/1 (0%) aller LCLC
Uberexpression eher
in gut
differenzierten AD
Keine Korrelation zum
Stadium
Pelosi et | Inter- Lack of prognostic implications of | 29/345=8,4% | 9/173 AD HercepTest
al. 2005 national HER-2/neu abnormalities in 345 | 19x2+, 10x3+ | (4x2+,5x3+)
Journal of | Stage | nonsmall cell carcinomas
Cancer (NSCLC) and 207 Stage I-lll 19/159 PEC
neuroendocrine tumours (NET) of (14x2+,5x3+)
the lung
1/8 LCLC (2+)
Keine Korrelation
zwischen
Uberexpression  und
klinikopathologischen
Eigenschaften
Saad et al. | Modern Prognostic significance of | 19/50=38% In diesem Paper | Rabbit polyclonal;
2004 pathology HER2/neu, p53, and vascular | (50xAD) wurden nur AD und | DAKO, Capinteria, CA,
endothelial growth factor expression | 9/50= 18% BAC untersucht. USA)
in early stage conventional | (50xBAC)
adenocarcinoma and Bei Uberexpression
bronchioloalveolar carcinoma of the von HER2 in AD und
lung BAC signifikant
erhéhte Mortalitatsrate
und signifikant
verminderte
Uberlebenszeit
Tan et al. | Diagnostic | HER-2/neu protein expression and | 25/131=19% -HER2-Positivitat HercepTest
2003 molecular | gene alteration in Stage I-IlIA non- vorwiegend bei AD (DAKO Corp. ,
pathology small-cell lung cancer: a study of 140 | 14/131=11% 19/82 AD Carpinteria, CA)

cases using a combination of high
throughput tissue microarray,
immunohistochemistry, and
fluorescent in situ hybridization

(%)

11/131=8%
(34

4/44 PEC

2/5LCLC
(1x2+,1x3+)

Studienergebnisse

bezlglich

HER2 Amoplifikation

wiesen

eine

ahnliche

Schwankung wie bei der HER2 Uberexpression auf. In den genannten Studien

wurden FDA anerkannte Reagenzien und Scoring Systeme genutzt. Trotzdem

zeigten sich unterschiedliche Amplifikationsraten im Bereich von 1,2-43,2%
(Tabelle 6).

Als Ursache fur die deutlich voneinander abweichenden Amplifikationsraten sind

unterschiedliche Patientenkollektive und unterschiedliche Positivitatsdefinitionen zu

sehen.
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Tabelle 6: FISH entsprechend der FDA anerkannten Kriterien:

Autor/Jahr Journal Titel Anzahl/ Entitat Kit
Ratio
Cappuzzo Journal  of | Increased HER2 gene copy | 10/101 =9,9% 5/10 Amplifizierten waren | PathVysion HER-2
et al. 2005 clinical number is associated with | 13/101 erhohte | AD DNA probe KIT
oncology response to gefitinib therapy in | Genkopieanzahl (Vysis/Abbott
epidermal growth factor 2/10 BAC Laboratories,
receptor-positive non-small-cell Downers Grove, IL)
lung cancer patients 1/10 PEC
2/10 Unfifferenzierte
Karzinome
Cox et al. | International | Herceptest: Her2 Expression | 4/344=1,2% Amplifikation in allen | Paraffin
2001 Journal of | and Gene amplification in non- | ohne  Angabe | Tumoren mit | pretreatment
Cancer small cell lung cancer Uber Entitat hochgradiger HER2 | reagent kit and the
Uberexpression (3+) PathVysion  DNA
probe kit, jeweils
Vysis, Downer's
Grove, IL)
Heinmoller Clinical HER2 status in non-small cell | 7/378=2% 5/143 AD PathVysion HER-2
et al. 2003 cancer lung Cancer: results from | (5xRatio 2-4 DNA probe Kit
research patient screening for | 2xRatio >4) 1/80 PEC (Vysis, Stuttgart)
enroliment to a Phase Il Study
of Herceptin 1/44 LCLC
Hirsch et al. | British Evaluation of HER-2/neu gene | 2(4%) mit Keine Korrelation zur | PathVysion HER-2
2002 journal  of | amplification and protein | >16 Genkopien/ | Histologie DNA probe KIT
cancer expression in non-small cell | Zelle (Vysis/ Downers
lung carcinomas Grove, IL)
15(29%) mit
9-16 Genkopien/
Zelle
26 (55%) mit
5-8 Genkopien/
Zelle
8 (16%) mit
<5
Genkopien/
Zelle
Hirsch et al. | Annals  of | Combination of EGFR gene | 40/157=25% 22x AD PathVysion HER-2
2007 oncology copy number and protein 9x BAC DNA probe KIT
expression predicts outcome 6x PEC (Abbott Molecular,
for advanced non-small-cell 3x unklassifizierte Kar- | Des Plaines, IL)
lung cancer patients treated zinome
with gefitinib
Junker etal. | Lung HER2/neu expression and | Vor 3xAD FDA approved
2005 Cancer amplification in non-small cell | Chemotherapie Inform Kit; Ventana
lung cancer prior to and after | >5/105=4,8% 2xPEC Tucson, AZ, USA
neoadjuvant therapy
Nach
Chemotherapie
>2/44=4,6%
Nakamura Inter- Correlation between encoded | 1/50=2% > 3 Genkopien in Vysis (Downers
et al. 2003 national protein overexpression and Grove, IL)
journal  of | copy number of the HER2 | >3 -16/34 (47%) aller AD
cancer. gene with survival in non-small | Genkopien/Zelle
cell lung cancer in 22/50 NSCLC | -6/15 (40%) aller PEC
(44%)
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Pelosi et al. | Inter- Lack of prognostic implications | 7/94=7,4% Hochgradige PathVysion HER-2
2005 national of HER-2/neu abnormalities in Amplifikation: DNA probe Kit
Journal of | 345 Stage | Nonsmall Cell 3xAD (Vysis, Stuttgart)
Cancer carcinomas (NSCLC) and 207 1xPEC
Stage |-l neuroendocrine 1XxLCNEC
tumours (NET) of the lung
Geringgradige
Amplifikation:
1xXPEC
1XLCNEC
Keine Korrelation
zwischen  Amplifikation
und krankheitsfreiem
Uberleben
Pugh et al. | BMC Correlations of EGFR | 3/26 =11,5% Keine  Angabe Uber | PathVysion HER-2
2007 Cancer mutations and increases in | (HER2/CEP17 Entitat DNA probe Kit
EGFR and HER2 copy number | ratio=2 (Vysis, Downers
to gefitinibb response in a Grove, IL)
retrospective analysis of lung
cancer patients
Soh et al. | International | Impact of HER2 and EGFR | 32/74=43,2% Keine  Angabe  Uber | PathVysion HER-2
2007 Journal  of | gene status on gefitinib-treated Entitat DNA probe Kit
cancer patients with nonsmall-cell lung (Vysis, Downers
cancer Grove, IL)
Tan et al. | Diagnostic HER-2/neu protein expression | 7/131=5% mit | Uberlebenszeit schien | PathVysion HER-2
2003 molecular and gene alteration in stage |- | Genamplifi - | bei Amplifikation | DNA  probe  Kit
pathology : | IlIA non-small-cell lung cancer: | kation erniedrigt zu sein p=0,05 (Vysis, Downers
the a study of 140 cases using a 5/7 aller amplifizierten | Grove, IL)
American combination of high throughput | 10% mit mehr | Falle waren IHC 3+
journal  of | tissue microarray, | als 9 Genkopien
surgical immunohistochemistry, and | pro Zelle
pathology, fluorescent in situ hybridization
part B 37%mit 5-9
Genkopien  pro
Zelle
48% 1-4
Genkopien  pro
Zelle
5%mit Gen/
Chromosomratio
>2
1.10.3. HER2 spezifische Tumortherapien

Ein positiver HER2 Status ist Vorraussetzung flir eine HER2 spezifische
Tumortherapie bei Mamma- und Magenkarzinomen.

Zur Beurteilung des HER2 Status sind von der US Food and Drug administration
(FDA) zwei immunhistochemische Methoden (HercepTest; DAKO, Capinteria, CA;
Pathway; Ventana; Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) und drei Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierungs-Methoden (PathVysion; Abbott Laboratories, Abbott Park,
IL;INFORM; Ventana Medical Systems, Tucson, AZ; und PHarmDX;DAKO,

Glostrup, Denmark) anerkannt (Sauter et al. 2009).
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HER2 spezifische Tumortherapien gibt es z.B. in Form von Trastuzumab und

Lapatinib.

1.10.3.1. Trastuzumab

Bei Trastuzumab handelt es sich um einen humanisierten monoklonalen
Antikorper, der an die extrazellulare Domane des HER2 Rezeptors bindet.
Dadurch wird die Dimerisierung geblockt, was wiederum zu einer
Herabregulierung des Rezeptors an der Zelloberflache durch Endozytose flhrt.
Trastuzumab wirkt dabei indirekt Uber HER2 als Tyrosinkinaseinhibitor. Durch
Herabregulation der HER2 Expression, werden die Aktivierung des Kinase-
Rezeptors und die Aktivierung der Signalkaskade verhindert. Es kommt zur
Aktivierung der Fcy vermittelten Antikorper-abhangigen-Zelltoxizitat und zu einer
Blockade angiogenetischer Effekte des HER2 Signalweges (Nahta und Esteva
2003, Abbildung 5B-F).

Trastuzumab zeigt gegenuber anderen zytotoxischen Agentien synergistische
Effekte, welches aber nur bei HER2 Uberexprimierenden Tumoren beobachtet
wurde (Baselga et al. 1998, Baselga 2000, Slamon et al. 2001).

Trastuzumab ist der erste monoklonale Antikorper der zur Behandlung solider

Tumoren zugelassen wurde.

Abbildung 5B-F: Signaltransduktion der HER-Familie und Wirkungsmechanismen von Trastuzumab

(Hudis und Clifford 2007)
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Die Nebenwirkungen von Trastuzumab sind denen anderer monoklonaler
Antikdrper sehr hnlich und beinhalten Fieber, Schittelfrost, Ubelkeit, Dyspnoe,
und Hautausschlag. Auch allergische Reaktionen wurden beobachtet.

Kardiotoxizitat wird beschrieben. Die Ursache dafur ist noch nicht richtig
verstanden. Letztlich wird das HER2 Antigen in der Herzentwicklung wahrend der
Embryogenese stark exprimiert. In einem Mauseversuch entwickelten Mause eine
Kardiomyopathie, bei denen eine auf die Ventrikel beschrankte Deletion des HER2
Gens vorlag. Dies sind Hinweise darauf, dass HER2 gesteuerte Signalwege fur
den Herzmuskel zumindest von Bedeutung sind (Crone et al. 2002). Vor dem
Beginn einer Trastuzumab-Therapie sollte daher eine kardiologische Abklarung

erfolgen.

1.10.3.2. Lapatinib

Bei Lapatinib handelt es sich um einen Tyrosinkinase-Inhibitor. Lapatinib und
andere pan-HER2 Inhibitoren blockieren sowohl HER1 (EGFR) als auch HER2.
Sie binden an die intrazellulare Seite des Rezeptors im Gegensatz zu
Trastuzumab, welcher an die extrazellulare Seite des Rezeptors bindet. Ist die
Kinase des Rezeptors blockiert, kann dieser nicht mit Hilfe von ATP phosphoryliert
werden. Die Signalkaskade ist unterbrochen, die zu Proliferation und
Tumorwachstum fuhrt.

Es zeigt sich haufig ein therapeutischer Effekt bei Patienten bei denen es trotz
einer Trastuzumab-Therapie zu einem Fortschreiten der Tumorerkrankung kam.
(Moy und Goss, 2007). Die unterschiedlichen Wirkungsweisen konnten fur den
Therapieerfolg von Lapatinib bei Trastuzumab-refraktaren Patienten ursachlich
sein.

Lapatinib ist FDA-anerkannt zur Therapie von HER2 positiven Trastuzumab-
refraktdren Mammakarzinomen in Kombination mit dem Fluoropyrimidin-Analogon
Capecitabine. In einer Phase lll Studie verbesserten Lapatinib und Capecitabine
das krankheitsfreie Uberleben um 4,4 Monate. Sie verbesserten auch die
Ansprechrate auf 22% vs. 14% in der Kontrollgruppe in der nur mit Capecitabine
allein therapiert wurde. Als sehr kleines Molekul kann es die Blut-Hirnschranke

uberschreiten. In einzelnen Fallen konnte ein Ansprechen bei Patienten mit

32



Hirnmetastasen und ein geringeres Auftreten von Hirnmetastasen in einer Phase
[l Studie beobachtet werden (Geyer et al. 2006).

Als Nebenwirkungen werden milde Diarrhoen, Cramping und verstarkter gastro-
Osophagealer Reflux beschrieben. Bei Kombination von Lapatinib mit
Capecitabine wurden starke Diarrhoen bei einem Drittel der Patienten beobachtet.
Die EGFR-Hemmung durch Lapatinib verursachte einen akne-ahnlichen
Hautausschlag bei einem Drittel der Patienten. Der Hautausschlag kann in den
meisten Fallen durch Gabe von topisch oder oral verabreichten Antibiotika sowie
durch die topische Gabe von Benzoylperoxid-Gel behandelt werden. Anders als
Trastuzumab sieht man unter Lapatinib kein grolReres Auftreten einer
Kardiotoxizitat (Medina und Goodin 2008). Trotzdem sollten Patienten mit
Herzerkrankungen Lapatinib nur unter Vorsicht zusammen mit anderen
cytotoxischen Medikamenten erhalten, da HER2 wie bei Trastuzumab das

Zielagens darstellt.

1.10.3.1.1 Studienergebnisse

18-20% aller Mammakarzinome Uberexprimieren den HER2 Rezeptor aufgrund
einer Genamplifikation auf Chromosom17 (Wolff et al. 2007). Amplifikation des
HER2 Rezeptors ist mit einem geringerem Ansprechen auf Hormontherapien und
einem geringeren Ansprechen auf cytotoxische Medikamente assoziiert (Slamon
et al. 1989).

Patienten mit HER2 amplifizierten Mammakarzinomen besitzen eine hohere
Rezidivrate nach adjuvanter Therapie und eine geringere Uberlebenszeit im
Vergleich zu Patienten mit Tumoren, die nicht HER2 amplifiziert sind.
Trastuzumab und Lapatinib sind von der FDA zur Behandlung von HER2 positiven
Mammakarzinomen anerkannt und klar assoziiert mit verbessertem klinischem
Outcome bei  metastasierten invasiv wachsenden HER2  positiven
Mammakarzinomen. Sie sind dabei zur grundlegenden Therapie geworden.
(Cobleigh et al. 1999, Geyer et al. 2006, Sauter et al. 2009, Slamon et al. 2001,
Vogel et al. 2002). Trastuzumab ist auch FDA anerkannt zur Behandlung
Lympknoten-positiver (Picard-Gebhardt et al. 2005, Ramond et al. 2005, Sauter et
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al. 2009) und Lymphknoten-negativer (Slamon et al. 2006, Sauter et al. 2009)
HER?2 positiver invasiv wachsender Mammakarzinome im Frahstadium.

Mittels Trastuzumab konnten auch gute Ergebnisse bei der Behandlung des
Magenkarzinoms erzielt werden.

ToGA ist die erste randomisierte Phase |ll Studie zur Untersuchung bei Patienten
mit inoperablem, lokal fortgeschrittenem, rezidivierendem und/oder
metastasiertem HER2-positivem Magenkarzinom und Karzinomen aus dem
gastrooesophagealen Ubergangsbereich (n=584).

Es konnte gezeigt werden, dass die eingeschlossenen Patienten mit HER2
Uberexpression einen signifikanten Uberlebensvorteil durch Trastuzumab besitzen
(13,8 vs. 11,1 Monate, p<0,0046, Bang et al. 2010).

Eine derartige Therapiemdglichkeit ware auch von besonderem Interesse zur
Behandlung von Karzinomen mit schlechter Prognose wie z.B. der nicht-
kleinzelliger Bronchialkarzinome.

Verschiedene klinische Versuche einer Therapie des Bronchialkarzinoms mit
Trastuzumab schlugen fehl. In diesen Studien galten die immunhistochemischen
Ergebnisse als Eingangskriterium (Tabelle 7). Dabei wurden auch Probanden mit
weniger signifikanter HER2 Uberexpression in diese Studien aufgenommen. Es
scheint daher moglich, dass eine Behandlung von Probanden mit geringerer
HER2 Expression zu den schlechten Ergebnissen in diesen Studien gefuhrt hat
(Bunn et al. 2001, Pellegrini et al. 2003).

Beim Mammakarzinom korreliert die HER2 Amplifikation gut mit der
immunhistochemisch nachweisbaren HER2 Uberexpression (Ciampa et al. 2006,
Dybdal et al. 2005, Jacobs et al. 1999, Owens et al. 2004, Pauletti et al. 2000,
Perez et al. 2006, Press et al. 2005, Sauter et al. 2009, Yaziji et al. 2004).
Experimentell wurde gezeigt, dass in Karzinomzellen ohne HER2 Amplifikation ca.
25'000-185000 HER2 Molekule vorliegen. In HER2 amplifizierten Tumorzellen
sind jedoch 500°000-2°000°000 HER2 Molekule nachweisbar (Konecny et al.
2003).

Aus verschiedenen Grinden zeigt die Bestimmung des HER2 Status mittels FISH
eine hohere Sensitivitat und Spezifitat als die immunhistologische Untersuchung.
Insbesondere die fehlende interne Kontrolle und die Abhangigkeit der
Immunhistochemie von der Gewebefixierung sind dafur verantwortlich (Sauter et
al. 2009).
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FISH dagegen ist relativ unabhangig von Gewebefixationsmethoden (Sauter et al.

2009).

Tabelle 7: Klinische Versuche mit Trastuzumab bei Patienten mit NSCLC

Autor/ Jahr Journal Titel Einschluss- Anzahl Therapie Resultate Hypothese
kriterium
Clamon et al. Cancer Lack of | IHC 24 Nur -1 Patient bei Z.n. | -Trastuzumab nicht
2005 trastuzumab 2+ oder 3+ Trastuzumab Chemotherapie als
activity in mit teilweise | Standardtherapie
nonsmall cell Ansprechen einsetzbar
lung carcinoma -6 Patienten mit
with Verminderung der | -Patienten mit IHC
overexpression zuvor detektierten | 3+ konnten einen
of erb-B2: Lasionen Behandlungsvorteil
39810: a phase -1 Patient mit | besitzen
Il trial of Cancer stable disease (Nur ein Patient mit
and Leukemia -Griinde fir | IHC 3* in dieser
Group B Therapieabbruch: Studie)
Fortschreitende
Erkrankung bei 14
Pat. und Toxizitat
Gatzemeier et | Annals of | Randomized -IHC 103 n=50 Ansprechrate  in | -Kein klinischer
al. Oncology phase Il trial of | 2+ oder 3+ Therapie mit | beiden Vorteil fur die
2004 gemcitabine- Gemcitabine Therapiearmen in | Trastuzumab-
cisplatin with or | - FISH und Cisplatin etwa gleich (36 vs. | Gruppe
without HER2/ 41%)
trastuzumab in | Chromosom n=51 -Hoéhere -IHC 3+ und FISH
HER2-positive 17Ratio 22 Therapie mit | Ansprechraten positive  Patienten
non-small-cell Trastuzumab, und langere | kénnten von einer
lung cancer -ELISA Gemcitabine, Uberlebenszeit Trastuzumab-
HER2 und Cisplatin bei IHC 3+ und | Therapie profitieren.
Konzentra- n=2 erhielten | FISH positiven | Diese Untergruppe
tionen keine Patienten in | war in dieser Studie
>15ng/ml Therapie beiden zu klein
Therapiearmen
Langer et al. Journal of | Trastuzumab in | IHC 1+, 2+ | 53 Trastuzumab, | Ansprechrate von | -Zukinftige Studien
2004 Clinical the treatment of | oder 3+ Paclitaxel und | 24,5% (7/21 1+, | sollten Patienten mit
Oncology advanced non- Carboplatin 4/23 2+, 2/8 3+) FISH positiven oder
small-cell  lung IHC 3+ Tumoren
cancer: is there untersuchen
arole? -Screening bei nur
geringer Anzahl von
Patienten sehr
erschwert
Zinner et al. Lung Trastuzumab in | -Stadium lllb, 21 Trastuzumab, Teilweise Pat. mit positivem
2004 Cancer combination with | Stadium IV Cisplatin und | Ansprechen bei 8 | ELISA, IHC 3+ und
cisplatin and Gemcitabine Patienten  (38%) | FISH positive
gemcitabine in | -IHC 1+, 2+ im 1 Jahr | Patienten koénnten
patients with | oder3+ Uberlebensrate eine
Her2- bei 62% Behandlungsvorteil
overexpressing, - ELISA besitzen
untreated, HER2 Diese Gruppe in
advanced non- | Konzentra- dieser Studie war zu
small cell lung | tionen klein
cancer: report of | >15ng/ml

a phase Il trial

and findings
regarding
optimal
identification of
patients with
Her2-
overexpressing
disease
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Intratumorale Heterogenitdt von Uberexpression und Amplifikation sind ein
anderer moglicher Grund fir das Nicht-Ansprechen HER2 positiver Karzinome.
Heterogene HER2 Amplifikation ist selten in Mamma- und Magenkarzinomen
(Andersson et al. 2004, Marx et al. 2009), tritt aber haufig (>50%) in
Blasenkarzinomen und kolorektalen Karzinomen auf (Marx et al. 2010, Sauter et
al. 1993).

1.11. Ziel der Arbeit

Diese Studie hat das Ziel, die Rate an HER2 Uberexpression und

HER2 Amplifikation in Bronchialkarzinomen zu uUberprifen und das Ausmal der
HERZ2 Heterogenitat zu ermitteln.

In Analogie zu Beobachtungen in der Therapie des Mammakarzinoms soll dabei
die mittels FISH-Analyse ermittelte Genamplifikationsrate bzw. das Ausmal der
Heterogenitat Hinweise geben auf einen Therapieerfolg/Therapieversagen von
Trastuzumab. Moglicherweise lasst sich so aus der Population der
Bronchialkarzinom-Patienten eine Subpopulation identifizieren, die von einer

gezielten Trastuzumab-Therapie profitieren kdnnte.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Patientenkollektiv

Die Studie schliel3t Patienten ein, die zwischen 1992 und 2006 aufgrund eines
nicht-kleinzelligen  Bronchialkarzinoms im  Universitatsklinikum  Hamburg-
Eppendorf operiert wurden. Davon wurden 590 Patienten in diese Studie
eingeschlossen. Von den 590 Patienten hatten 219 ein Adenokarzinom (AD), 250
ein Plattenepithelkarzinom (PEC) und 121 ein grof3zelliges Karzinom (LCLC). Alle
Patienten wurden mit kurativer Intention operiert. Kontinuierliche Follow-up-Daten
wurden von 290 Patienten erhoben. Die Uberlebensdaten wurden von der
Abteilung flr Thorax- und Viszeralchirurgie der Universitatsklinik Eppendorf zur
Verfligung gestellt. Die mittlere Nachbeobachtungszeit betrug 29 Monate (1-155
Monate). Bei den Gewebeproben handelte es sich um formalinfixiertes und in
Paraffin eingebettetes Material, welches in den Jahren 1992-2006 am Institut fur
Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf eingegangen war. Aus
den jeweiligen schriftlichen pathologischen Befunden wurden flr diese Arbeit die
Informationen bezlglich der Ausdehnung des Primartumors (pT), des
Lymphknotenstatus (pN) und des Differenzierungsgrades (G) der einzelnen
Tumoren entnommen. Die Gewebeschnitte jeder Probe wurden von einer
Facharztin fur Pathologie des Institutes (Dr. Susan Koops) flr diese Studie
nachbefundet. Die klinikopathologischen Eigenschaften der Patienten sind in den

Tabellen 8 und 9 dargestellt.

2.2. TMA- Konstruktion

Die formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben des jeweiligen
Primartumors wurden nach Anfertigung eines HE-Schnitts, mit Kennzeichnung der
Tumorregion durch einen Facharzt fir Pathologie, zur TMA-Erstellung verwendet

(Kononen et al. 1998). Gewebszylinder mit einem Durchmesser von 0,6mm
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wurden innerhalb dieser Tumorbezirke mit der Hilfe eines selbstgebauten halb-
automatischen ,Tissue-arrayer” (Abbildung 8) herausgestanzt.

Der gesamte TMA besteht aus 2 Empfangerblocken mit insgesamt 590
Gewebeproben. Ein HE gefarbter Schnitt ist in Abbildung 6 dargestellt. Jeweils ein
einzelner mit Hematoxilin-Eosin angefarbter Spot eines Plattenepithel-, Adeno-,
und eines Groldzelligen Karzinoms ist in Abbildung 7A-C dargestellt. Die 3um-
dicken Schnitte wurden mit der Hilfe vom Paraffin Sectioning Aid System
(Instrumentics, Hackensack, NJ) hergestellt. Aufeinanderfolgende Schnittstufen
wurden zur Herstellung eines HE-gefarbten Referenzschnittes, zur Untersuchung

durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und Immunhistochemie genutzt.

2.2.1. Kontrollgewebe

Als Kontrollgewebe verwendeten wir: Lunge (n=2), Haut (n=2), Skelett- (n=2) und
Herzmuskulatur (n=2), Endometrium (n=2), Kolonmukosa (n=2), Lymphknoten
(n=2), Prostata (n=2) Nieren (n=2), Mammakarzinome (n=10), Bronchialkarzinome
(Plattenepithel- n=5 und Adenokarzinome n=5), Kolonkarzinome (n=10) und

Prostatakarzinome (n=10).
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Abbildung 6: Ubersichtsaufnahme vom Lungen TMA (HE-Farbung)
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Abbildung 7A-C: Beispiele fiir ein Adenokarzinom, Plattenepithelkarzinom und ein GroR3zelliges Karzinom der Lunge vom

Lungen-TMA (Durchmesser jeweils 0,6mm)

Abbildung 7A: Beispiel eines Adenokarzinoms
(HE-Farbung)

Abbildung 7B: Beispiel eines Plattenepithelkarzinoms
(HE-Farbung)

Abbildung 7C: Beispiel eines GroRRzelligen Karzinoms
(HE-Farbung)
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2.2.2. Array-Stanzgerat

Das Array-Stanzgerat (Abbildung 8) besteht aus zwei Hohlnadeln. Eine dunnere
Nadel macht es moglich, Locher in die Empfangerblocke zu stanzen. Die dickere
Nadel dient der Entnahme von Tumorgewebsstlicken aus den Spenderbldocken

und deren Einbringen in den Empfangerblock.

Abbildung 8: Array-Herstellung (Bubendorf et al. 2001)

2.3. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Zur proteolytischen Vorbehandlung der Gewebeproben wurde ein handelsublicher
Kit gemal® dem Protokoll des Herstellers verwendet (Paraffin pre-treatment
reagent kit, Abbott Laboratories, Abbott Park, USA). Die HER2-Sonde
(Spektralorange) wurde zusammen mit der Centromer17 Sonde (spektralgrin;
Path Vysion TM, Vysis Abbott) benutzt.
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Vor der Hybridisierung wurden die Schnitte entparaffinisiert, luftgetrocknet,
dehydriert und anschlieRend fur 5 Minuten bei 74°C in 70% Formamid-2-X-SSC
Ldosung denaturiert. Nach Hybridisierung Uber Nacht bei 37°C in einer
Feuchtkammer wurden die Objekttrager gewaschen und mit 0,2 um DAPI (4 °, 6-
Diamidin-2°-phenylindol-dihydrochlorid) in einem Bleichbad gegengefarbt. Unser
Kriterium fur HER2 Amplifikation waren eine HER2 zu Centromer17-Signalratio
von 22 und das Vorliegen von 24 Gensignalen. Eine niedriggradige (low-level)
Amplifikation wurde definiert als eine HER2 zu Centromer17-Signalratio von >2
und einer Anzahl von <10 Gensignalen. Dementsprechend wurde eine
hochgradige (high-level) Amplifikation durch eine Ratio von >2 und eine Anzahl
von 210 Gensignalen definiert. Alle anderen Karzinome wurden als nicht

amplifiziert klassifiziert.

2.4. Immunhistochemie

Der HercepTest TM (DAKO, Glostrup, Danemark) zur Quantifizierung der HER2
Proteinexpression wurde gemall dem Protokoll des Herstellers verwendet. Die
Antigendemaskierung an den entparaffinisierten Gewebeproben erfolgte fur 50
Minuten in einem Wasserbad bei 95°C bis 99°C, gefolgt von einer
Peroxidasehemmung mit anschlieBender Inkubation mit dem verdunnten
Antikorper. Vom Hersteller bereitgestellte Objekttrager mit Zelllinientests wurden
zur Positiv-, Negativkontrolle und cut-of control genutzt. Die immunhistochemische
Farbung wurde entsprechend der Anleitung des Herstellers von einem Pathologen
ausgewertet.

Die Tumorproben wurden im Rahmen einer 4 Stufen-Scala klassifiziert

(0, 1+, 2+, 3+) entsprechend der HercepTest Anleitung.
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2.5. Auswertung der Grollflachenschnitte/

Heterogenitatsanalyse

Um die FISH-Ergebnisse vom Tumorarray zu bestatigen und um das Ausmal} der
Heterogenitat der Amplifikation zu ermitteln, wurden von den 10 hochgradigen
(high-level) HER2 amplifizierten Fallen alle vorhandenen Paraffinblocke an
Grol¥flachenschnitten mit Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung analysiert
(Tabelle 9). Die gesamten Tumorareale wurden bezlglich Homo- bzw.
Heterogenitat untersucht. In Fallen einer heterogenen Verteilung der
Genamplifikation im Tumor erfolgte eine zusatzliche immunhistologische Reaktion

gegen HER2 am Grol¥flachenschnitt.

2.6. Statistik

Die Kontingenz-Tabellen-Analyse und der Chi-square (Likelihood) Test wurden
genutzt, um die histopathologischen Parameter des Bronchialkarzinoms zu
untersuchen.

Uberlebenskurven wurden nach der Methode von Kaplan-Meier gezeichnet. Die
statistische Relevanz molekularer Parameter auf das Patientenuberleben wurde
mit dem Log-Rank Test Uberprift. Dabei galt die krankheitsbedingte Uberlebens-
zeit als Endpunkt. Die genannten Auswertungen erfolgten mit Hilfe des SPSS
statistical software package for windows (Version 13.0, SPSS Inc., Chicago, IL).
Fir die statistische Analyse wurde die JMP 8.0 software (SAS Institute Inc., NC,
USA) genutzt.
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3.
3.1

ERGEBNISSE

Klinische Daten

Die klassischen, im TNM-System erfassten Parameter TumorgroRe pT (p<0,0001;
Abbildung 9A), Lymphknotenstatus pN (p<0,0001; Abbildung 9B), Fernmetastasen
pM (p<0,0001; Abbildung 9C) und UICC Stadium (p<0,0001; Abbildung 9D) waren
im Gegensatz zu Differenzierung (p=0,7146; Abbildung 9E) und histologischem
Subtyp (p=0,5897; Abbildung 9F) signifikant assoziiert mit der Uberlebenszeit.
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Abbildung 9B:

pN Stadium (2+3 kombiniert)
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Abbildung 9C:
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Abbildung 9D:

UICC Stadium

1.0
S 0.9
o7 !
S 0.8-
£ 0.7+
a2
S 0.6
W

P

< 0.5
2 0.4-

=
ai

I (n=114)

l_l

IV (n=27)

L

Il (n=59)

Il (n=56)

0

60 80 100 120

Monate

20 40

p<0,0001

Abbildung 9E:
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Abbildung 9F:

Histologischer Subtyp

1.0
0.9
G 0.8
£ 0.7
o

§ 0.6 -
= 0.5

% 0.4- AD n=92

0.3
% 0.2 — l—\_\—ISQCC n=104
S 0.1-

0.0 LA BE LR III'II rrrrey Illll’ll[lll IIIIIII'IIIIIII'IIIIIIII [lIIT Trrerr Ty

0 20 40 60 80 100 120
Monate

ichkeit

LCLC n=62

p=0,5897

3.2. Technische Aspekte

Der Gewebearray (TMA) wurde HER2 hybridisiert. Insgesamt konnten 526
Tumoren mittels FISH ausgewertet werden. Die Ubrigen Tumore konnten nicht
ausgewertet werden. Dies lag daran, dass entweder entsprechendes Gewebe auf
dem TMA fehlte, nicht genugend Tumorzellen nachzuweisen waren oder die
Hybridisierungsqualitat ungenigend war. Es bestand kein Anlass, die Zahl der
auswertbaren Tumoren durch wiederholte Reaktionen unter dann anderen
Begleitumstanden zu erhohen, da die absolute Anzahl interpretierbarer Falle als
grold genug erachtet wurde, um den Zweck dieser Studie zu erflllen. Beispiele
erfolgreicher HER2 Hybridisierungen sind in den Abbildungen 10A und 10B
dargestellt.
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Die immunhistochemische Untersuchung gelang an 531 Tumoren. Die Ubrigen
Tumoren waren nicht interpretierbar aufgrund abgeschwommenen Gewebes auf
dem TMA oder nicht ausreichender Tumorzellen. Beispiele interpretierbarer
Tumorproben bei positiver und negativer Immunhistochemie sind in den
Abbildungen 10C und 10D dargestellt.
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Abbildung 10A: FISH, HER2 amplifiziert

Abbildung 10B: FISH, HER2 nicht amplifiziert
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Abbildung 10C: positive HER2 IHC
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3.3. HER2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die HER2 Genkopieanzahl war in 526 Karzinomen interpretierbar. Unser Kriterium
fur HER2 Amplifikation waren eine HER2 zu Centromer17-Signalratio von =2 und
das Vorliegen von 24 Gensignalen. Eine niedriggradige (low-level) Amplifikation
wurde definiert als eine HER2 zu Centromer17-Signalratio von >2 und einer
Anzahl von <10 Gensignalen. Dementsprechend wurde eine hochgradige (high-
level) Amplifikation durch eine Ratio von >2 und eine Anzahl von >10 Gensignalen
definiert.

HER2 Amplifikation konnte in 17 Karzinomen (3,2%) nachgewiesen werden.
Darunter konnten 10 Falle (1,9%) mit einer hochgradigen Amplifikation (HER2
Genkopieanzahl 210) detektiert werden.

Eine hochgradige Amplifikation war signifikant haufiger in Adenokarzinomen
(4,2%) als in Plattenepithelkarzinomen (p=0,0051) zu finden. Dabei konnte eine
signifikante Assoziation zwischen einer hochgradigen HER2 Amplifikation und
einer schlechten Differenzierung (G3) in Adenokarzinomen ermittelt werden
(p=0,0238). Insgesamt 12,3% der schlecht differenzierten Adenokarzinome wiesen
eine HER2 Amplifikation auf (sowohl hoch- als auch geringgradige Amplifikation).
Eine hochgradige Amplifikation konnte innerhalb einer Subgruppe von 57 schlecht
differenzierten Adenokarzinomen (G3) mit einer Haufigkeit von 10,5% detektiert
werden.

HER2 Amplifikation war demgegenuber nicht assoziiert mit Tumorstadium,
Lymphknotenstatus oder Metastasenbildung. Alle Ergebnisse sind in Tabelle 8

zusammengefasst.
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Tabelle 8: Klinikopathologische Eigenschaften (FISH):

Anzahl | auswerioar | GorCSECe | o | pWert
Alle Tumore 590 526 7.(1,3%) 10 (1,9%)
Histologie Adenokarzinom | 219 (37,1%) | 190 4(2,1%) 8 (4,2%) p=0.0008**
E;fzﬁif]’;fr‘]’”he" 250 (42,4%) | 227 0 1(0,4%)
ﬁ;‘:fiﬁz'r'\iqges 121 (20,5%) | 109 3(2,8%) 1(0,9%)
Differenzierung® | G1 14 (24%) |12 0 0 p=0.1036
G2 339 (57,5%) | 302 3 (1,0%) 3(1,0%)
G3 116 (19,7%) | 103 1(1,0%) 6 (5,8%)
Stadium pT1 168 (28,5%) | 145 1(0,7%) 1(0,7%) p=0.4029
pT2 314 (53,2%) | 287 4(1,4%) 7 (2,4%)
pT3 50 (8,5%) | 47 0 1(2.1%)
pT4 50 (8,5%) | 41 2 (4,9%) 1(2,4%)
pTX 8 (1,4%) 6 0 0
Lymphknotenstatus | PNO 257 (43,6%) | 223 2(0,9%) 4(1,8%) p=0.0660
pN1 159 (26,9%) | 144 3(2,1%) 0
pN2 106 (18,0%) | 100 0 4 (4,0%)
pN3 19(32%) |17 0 1(5,9%)
pNX 49 (83%) | 42 2 (4,8%) 1(2,4%)
Fernmetastasen pM1 33(56%) |26 0 0 p=0.4163
pMX 557 (94,4%) | 500 7 (1,4%) 10 (2,0%)

Patienten mit HER2 Amplifikation wiesen eine signifikant geringere Uberlebenszeit
auf im Vergleich mit Patienten mit unauffaligem HER2 Status (Abbildung 11,
p=0,03).
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Abbildung 11: Verhéltnis zwischen HER2 Amplifikation und Uberlebenszeit (Kaplan-Meier
Uberlebenskurve)
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3.4. HER2-Immunhistochemie (IHC)

Eine immunhistochemische Untersuchung des HERZ2 Proteins konnte an 531
Karzinomen erfolgen. Die Ubrigen Tumore wurden von der Untersuchung
ausgeschlossen entweder aufgrund mangelhaften Gewebes oder aufgrund
fehlender oder nicht eindeutiger Tumorzellen. Eine maRig oder stark positive
immunhistochemische Reaktion konnte in 10% der Falle (53/531) detektiert
werden (40x2+ und 13x3+). Diese zeigte sich signifikant haufiger in
Adenokarzinomen als in Plattenepithelkarzinomen (p=0,0016). Eine positive
Testung war dabei gehauft bei schlecht differenzierten Karzinomen zu finden. Alle

Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengefasst.
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Tabelle 9: Klinikopathologische Eigenschaften (IHC):

auswertbar | 1+ 2+ 3+ p-Wert
Alle Tumore 531 65 (12,2%) | 40 (7,5%) 13 (2,4%)
Histologie Adenokarzinom | 193 35(18,1%) 20 (10,4%) 7 (3,6%) p<0.0001**
platonepithel: | 257 18 (7,9%) 10 (4,4%) 1(0,4%)
Srobzeliges | 44 12(10.8%) | 10 (9,0%) 5 (4,5%)
arzinom
Differenzierung* G1 13 1(7,7%) 1(7,7%) 0 p=0.03240
G2 304 35 (11,5%) 19 (6,3%) 4(1,3%)
G3 103 17 (16,5%) 10 (9,7%) 4 (3,9%)
Stadium pT1 145 11 (7,6%) 11 (7,6%) 0 p=0.0180
pT2 288 39 (13,5%) | 25(8,7%) 12 (4,2%)
pT3 47 8 (17,0%) 2 (4,3%) 1(2,1%)
pT4 45 6 (13,3%) 2 (4,4%) 0
pTX 6 1(16,7%) 0 0
Lymphknotenstatus | PNO 228 28 (12,3%) 18 (7,9%) 8 (3,5%) p=0.0109
pN1 146 17 (11,6%) | 6 (4,1%) 0
pN2 99 16 (16,2%) 11 (11,1%) 4 (4,0%)
pN3 18 0 1(5,6%) 1(5,6%)
pNX 40 4(10,0%) 4(10,0%) 0
Fernmetastasen pM1 27 3(11,1%) 0 0 p=0.1119
pMX 504 62 (12,3%) | 40 (7,9%) 13 (2,6%)

3.5. HER?2 Amplifikation vs. HER2 Uberexpression

Immunhistochemie und FISH waren gleichzeitig bei 516 Karzinomen interpretier-
und vergleichbar. Uberexpression und Genamplifikation waren signifikant
miteinander assoziiert (p<0,0001, Abbildung 12). Die Assoziation ist besonders
ausgepragt in Fallen mit hochgradiger Amplifikation. Hier zeigt sich eine starke
HER2 Uberexpression (IHC 3+) in 70% der Falle.

Amplifizierte Karzinome zeigten eine signifikante HER2 Uberexpression (IHC 2+
oder 3+) mit der Ausnahme von 4 Fallen (2 geringgradig- und 2 hochgradig
amplifizierte Falle). Auf der anderen Seite zeigten nur 4 von 39 Karzinomen mit

einer IHC 2+ Uberexpression auch eine Genamplifikation.
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Abbildung 12: HER2 Amplifikation vs. HER2 Uberexpression
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3.6. Heterogenes Auftreten von HER2 Amplifikation

10 Falle mit einer hochgradigen Amplifikation wurden fir eine
Grol¥flachenschnittanalyse ausgewahlt. HER2 Amplifikation konnte in allen Fallen
im Bereich der Gewebestanze (fur den TMA) nachgewiesen werden. Von diesen
zeigten 6 Falle eine klare Homogenitat. In 2 Fallen zeigte sich ein heterogenes
Muster mit hoch- und geringgradig amplifizierten Arealen (Abbildung 14B und
14C). In den ubrigen 2 Fallen konnten keine weiteren Amplifikationen
nachgewiesen werden. Fur einen dieser heterogenen Falle waren 3 zusatzliche
Lymphknoten untersuchbar. Dieser Fall zeigte eine hochgradige neben einer
geringgradigen Amplifikation im Primarius, wahrend die Metastasen eine
homogene niedriggradige Amplifikation aufwiesen. Bei der histologischen
Durchsicht der heterogenen Tumore konnten keine morphologischen
Unterschiede zwischen den Tumorbereichen mit unterschiedlichem HER2
Amplifikationsstatus gefunden werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10

dargestellt.
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Tabelle 10: Heterogenitatsanalyse von HER2 Amplifikation aller Tumorblécke von NSCLC:

HER2 FISH
] HER2 HER2
Fall | istologie T(n)* | LN(ny* | Hoch- | Gering- Signale in | IHC
N gradige | gradige negativ | hochgradig | (TMA)
Amplifi- | Amplifikation | €9 amplﬁizief_’
kation ten Arealen
40-50
1 Adenokarzinom | 3 2 100% (Cluster) 3+
15%  (Ratio 10-25
2 Adenokarzinom | 4 0 85% 2.8) (Cluster) 0**
15-30
3 Adenokarzinom | 4 0 100% (Cluster) 3+
GroRzelliges 10-20
4 Karzinom 3 0 10% 90% (Cluster) 3+
10-40
5 Adenokarzinom | 3 2 100% (Cluster) 2+**
20-40
6 Adenokarzinom | 3 0 100% (Cluster) 3+
Plattenepithel- 40-50
7 karzinom 2 0 100% (Cluster) 3+
30-50
8 Adenokarzinom | 3 0 15% 85% (Cluster) 3+
90%  (Ratio 10-20
9 Adenokarzinom | 6 3 10% 2.2) (Cluster) 3+
10-20
10 Adenokarzinom | 3 0 100% (Cluster) 1+**
* analysiertes Tumorgewebe konserviert in Paraffinblocken von Primartumoren (T) und
Lymphknotenmetastasen (LN)
** bestatigt durch Wiederholung der Probe an GroRflachenschnitten

dung 13: Heterogenitat von HER2 Uberexpression (IHC, Fall 8
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Abbildung 14A-C: H&E-, HER2 Immunohistochemie- und HER2 FISH Analyse von NSCLCs mit HER2 Amplifikation

Fallnummer entspricht Tabelle 10

Abbildung 14A, Fall 1:

H&E ‘ HER2 IHC HER2 FISH

Hier zeigt sich eine starke homogene Membranfarbung durch die
Immunhistochemie. Dementsprechend zeigt sich bei FISH eine HER2
Amplifikation. Die Tumorzellen weisen Cluster mit orangen Signalen auf
(mehr als 50 pro blau angefarbtem Zellkern) und deuten das HER2 Gen
an. Die grunen Signale (1-2 pro Zellkern) stellen die Zentromer-Region
von Chromosom17 dar.

Abbildung 14B, Fall 4:
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In Abbildung 14B und C zeigt sich eine starke Farbung mittels IHC nur in
einem Teil der Tumorzellen. Entsprechend der FISH-Analyse finden sich
Cluster mit orangen Signalen (HER2 Gen) nur in wenigen Tumorzellen,
wahrend andere Tumorzellen 1-3 orange Signale aufweisen und damit
eine heterogene Genamplifikation demonstrieren. Die grinen Signale
(1-3 pro Zellkern) stellen die Zentromer-Region von Chromosom17 dar.
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4 Diskussion

HER2 Amplifikation konnte in 17 von 526 nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomen
(3,2%) nachgewiesen werden. Darunter gab es 10 Falle (1,9%) mit hochgradiger
Amplifikation. Amplifikation war dabei vorzugsweise haufig bei Adenokarzinomen
(6,3%) und grofRzelligen Karzinomen (3,7%) zu finden. Die Haufigkeit in unserer
Studie entspricht der Haufigkeit anderer Studien in denen HER2 FISH bei
Bronchialkarzinomen untersucht wurde (1,2%- 43,2%, Tabelle 6).
Die Neigung von HER2 Amplifikation bei Adenokarzinomen und die Korrelation
von HER2 Uberexpression mit diesem histologischen Subtyp entspricht ebenfalls
den Ergebnissen vorausgegangener Studien (Hirsch et al. 2002). Eine signifikante
Assoziation zu Tumorstadium oder Metastasenbildung fand sich nicht. Wie in
vorausgegangenen Studien beschrieben, konnte aber eine signifikante
Assoziation zwischen HER2 Amplifikation und schlechter Prognose ermittelt
werden (Tan et al. 2003).
Innerhalb der Adenokarzinome war eine HER2 Amplifikation besonders haufig in
schlecht differenzierten Karzinomen zu finden. 7 von 57 schlecht differenzierten
Adenokarzinomen (12,3%) waren amplifiziert. Darunter gab es 6 Falle mit
hochgradiger Amplifikation. Diese Untergruppe hatte offensichtlich den groften
maoglichen Nutzen einer HER2-gerichteten Therapie.
HER2 Positivitat war haufiger mittels Immunhistochemie als mittels FISH zu
detektieren. Es gab eine hohe Anzahl an 2+ positiven IHC Fallen bei denen keine
Genamplifikation ermittelt werden konnte. Nur 10,3% der Falle mit einer IHC 2+
Farbung zeigten eine Genamplifikation. Basierend auf diesen Daten lasst sich
ruckschlieen, dass im Gegensatz zum Mammakarzinom einige geringgradig
HER2 Uberexprimierenden Tumore auch ohne Genamoplifikation auftreten. Moglich
ist aber auch, dass einige der IHC positiven Farbungen Artefakte darstellen. Es ist
auch bekannt, dass unzureichende Formalinfixation und Ethanolkontakt wahrend
des technischen Vorganges =zu falsch positiven immunhistochemischen
Ergebnissen fuhren kann (Sauter et al. 2009).
HER2 Amplifikation ist Vorraussetzung fur das Ansprechen auf Trastuzumab bei
Mamma- und Magenkarzinomen. Nicht alle Karzinome, die ein Zielprotein
exprimieren sprechen gut auf die entsprechende Therapie an. Beispielsweise
sprechen nur etwa 50% der HER2 positiven Mammakarzinome auf Trastuzumab
an (Adamo et al. 2007, Dawood et al. 2007). Heterogenitat einer HER2-
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Amplifikation/HER2-Uberexpression innerhalb eines Karzinoms und zwischen
Primarien und deren Metastasen ist ein moglicher Grund flr eine
Resistenzentwicklung. Der Primarius wird haufig entfernt und entsprechend
untersucht, wahrend die Metastasen im Patienten verbleiben und eventuell auf die
Therapie nicht ansprechen. Unsere Daten lassen vermuten, dass eine HER2
Heterogenitat haufiger bei Bronchialkarzinomen als bei Mammakarzinomen zu
finden ist. Die Untersuchung von 41 verschiedenen Tumorblocken 10
verschiedener Patienten liel® eine Heterogenitat bei 4 von 10 Patienten erkennen
(Tabelle 9). Die Anzahl der untersuchten Falle ist nicht gro®. Jedoch lassen die
Daten vermuten, dass eine HER2 Amplifikation nicht automatisch als homogen
angesehen werden kann, wenn die HER2 Testung bei einem Bronchialkarzinom
positiv ausfallt. Bei Mammakarzinomen sind heterogene Primarien bzw.
Heterogenitat zwischen Primarius und seinen Metastasen selten zu finden (Simon
et al. 2001). Ein heterogener HER2 Status spricht fur eine sich spat in der
Karzinogenese von Lungenkarzinomen entwickelnde HER2 Amplifikation. In
diesem Zusammenhang es ist interessant zu bemerken, dass in unserer Studie 2
von 10 Karzinomen Subpopulationen aufwiesen. Diese Subpopulationen wiesen
Areale mit geringgradiger Amplifikation neben Arealen mit hochgradiger
Amplifikation auf.

Klinische Studien mit Trastuzumab schlugen trotz nachgewiesener HER2
Uberexpression bei Bronchialkarzinomen fehl. (Tabelle 7). Zwei Phase |l Studien
konnten keine Uberzeugende Wirksamkeit einer Trastuzumab-Therapie aufweisen
(Gatzemeier et al. 2004, Langer et al. 2004). In der ersten Studie von Gatzemeier
et al. wurden 103 Patienten zur Untersuchung HER2 positiver NSCLC
eingeschlossen. 17% der 617 untersuchten Patienten wurden als HER2 positive
NSCLC angesehen (IHC 2+, 3+) und nachfolgend randomisiert. Die zweite Studie
von Langer et al. schloss alle NSCLC mit detektierbarer HER2 Expression mittels
IHC ein (1+, 2+, 3+) welche bei 59% der Patienten gefunden wurde. 53 Patienten
wurden in diese Studie aufgenommen. Beide Autoren konnten keinen wirklichen
Behandlungsvorteil von Trastuzumab aufzeigen. Zwei kleinere Studien mit
ahnlichen Eingangskriterien untersuchten 21 und 24 Patienten. Hier konnte
ebenfalls keine Beziehung zwischen HER2 Uberexpression und Therapieerfolg
aufgezeigt werden (Clamon et al. 2005, Zinner et al. 2004). In den Studien von

Gatzemeier et al. und Zinner et al. vermutet man, dass eine Subgruppe von IHC
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3+ NSCLC einen Behandlungsvorteil besitzen kdnnte. Diese Gruppe war jedoch in
diesen Studien zu klein, um definitive Informationen bieten zu kénnen.

Das kleine Molekul Lapatinib war zuletzt auch als Monotherapie bei NSCLC
getestet worden (Ross et al. 2010). Obwohl die Ergebnisse keine signifikante
Anzahl von Tumorregression aufzeigen konnten, zeigte einer von zwei Patienten
mit einer retrospektiv getesteten HER2 Amplifikation ein Ansprechen auf die
Therapie.

Die Anzahl untersuchter Falle ist in unserer Studie zu klein um eine sichere
Angabe Uber die Anzahl homogener hochgradiger HER2 Amplifikationen machen
zu konnen. Unseren Daten entsprechend lage diese Zahl etwa bei einem Prozent.
Obwonhl der Anteil von 1% nicht sehr hoch erscheint, sollte bertcksichtigt werden,
dass allein in den USA und in Europa mehr als 500 000 Bronchialkarzinome
jahrlich diagnostiziert werden (Ferlay et al. 2010). Daruber hinaus scheint die
relative hohe Pravalenz einer HER2 Amplifikation in schlecht differenzierten
Adenokarzinomen weitere klinische Studien einer HER gerichteten Therapie
insbesondere in dieser Subgruppe zu rechtfertigen.

Zusammenfassend lasst sich im Rahmen einer grindlichen Untersuchung von 590
NSCLC mittels FDA erprobter Reagentien sagen, dass eine hochgradige HER2
Amplifikation in 1,9% der NSCLC ermittelt werden konnte. Diese fand sich
insbesondere bei schlecht differenzierten Adenokarzinomen. In Anbetracht der
Erfahrung mit Mamma- und Magenkarzinomen lassen unserer Daten vermuten,
dass diese Patienten geeignete Kandidaten fur eine Trastuzumab-Therapie sein
kdnnten. Gescheiterte klinische Versuche haben Patienten basierend auf den
Ergebnissen der Immunhistochemie in ihre Studien aufgenommen (Tabelle 7). Wir
vermuten daher, dass entsprechend der FISH-Ergebnisse selektierte Patienten
der Nutzen einer HER2-gerichteten Therapie mit NSCLC zukommen konnte.
Entsprechend unseren Daten scheint bei mehr als einem Prozent der Patienten
eine homogene hochgradige HER2 Amplifikation vorzuliegen. Es ware daher
erstrebenswert und gerechtfertigt herauszufinden, ob diese Patienten von einer

anti-HER2 Therapie profitieren wirden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

HER2 ist ein potentielles therapeutisches Ziel. Wahrend intratumorale
Heterogenitat bezlglich einer HER2 Amplifikation bei Mammakarzinomen selten
zu finden ist, findet sie sich haufig bei Blasen- und kolorektalen Karzinomen.

Um die Heterogenitatsrate einschatzen zu kénnen, wurden 590 nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinome beziiglich HER2 Uberexpression und HER2 Amplifikation
analysiert. Heterogenitat wurde in allen hochamplifizierten Tumoren untersucht.
Alle vorhandenen Tumorblocke der amplifizierten Falle wurden zusatzlich an
Grol¥flachenschnitten auf HER2 Amplifikation untersucht, um die Verteilung der
Genveranderung innerhalb des Tumors (oder auch zwischen Primartumor und der
Metastasen) zu untersuchen.

Eine positive Immunhistochemie (2+, 3+) zeigte sich bei 10% aller Tumore.

HER2 Amplifikation fand sich in 17 (3,2%) der NSCLC inklusive in 10 Fallen mit
hochgradiger Amplifikation und dem Auftreten von Genclustern.

HER2 Amplifikation war signifikant assoziiert mit dem histologischen Typ und dem
Differenzierungsgrad. Innerhalb der Adenokarzinome war eine HER2 Amplifikation
besonders haufig in schlecht differenzierten Karzinomen zu finden (12,3%).
Heterogenitat bei gleichzeitiger HER2 Amplifikation wurde in 4 von 10 Fallen
gefunden. Darunter zeigte sich bei 2 Tumoren eine deutliche Mischung aus
geringgradiger und hochgradiger Amplifikation. Bei den Uubrigen 2 Tumoren
konnten nicht amplifizierten Tumorareale neben Regionen mit hochgradig
amplifizierten Bereichen beobachtet werden.

Wir kommen daher zu der Schlussfolgerung, dass Heterogenitat bei amplifizierten
Tumoren den Nutzen einer HER2 gerichteten Therapie in diesen Tumoren limitiert.
Zukunftige Studien, die den Nutzen einer HER2 gerichteten Therapie bei homogen

amplifizierten Tumoren untersuchen, scheinen aber gerechtfertigt zu sein.
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