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1 Einleitung 

1.1 Bronchialkarzinom 

Das Bronchialkarzinom ist eine sehr häufig auftretende und häufig zum Tode führen-

de  maligne  Erkrankung.  Die  jährliche  Inzidenz  in  Deutschland  beträgt  etwa 

50/100.000 Personen. Das Bronchialkarzinom ist  die häufigste Krebstodesursache 

bei Männern und die dritthäufigste bei Frauen (Robert-Koch Institut 2010). Weltweit 

ist das Bronchialkarzinom die häufigste zum Tode führende Tumorerkrankung. Jähr-

lich erkranken 1,6 Millionen Menschen auf der Welt an einem Lungenkarzinom (Fer-

lay et al. 2010). Die 5-Jahres-Überlebensrate liegt im Durchschnitt (alle Tumorstadi-

en) bei ungefähr 15% (Herbst et al. 2008), somit sterben jährlich über eine Million 

Menschen auf der Welt durch eine Lungenkrebserkrankung. Im Vergleich zu anderen 

häufig auftretenden Krebserkrankungen wie Tumoren der Mamma, Prostata oder co-

lorektalen Karzinomen ist die Prognose des Lungenkarzinoms deutlich ungünstiger. 

Angesichts dieser Tatsachen ist eine Verbesserung der derzeitig etablierten Behand-

lungsmöglichkeiten durch neue Therapieoptionen  dringend notwendig.  

Die hohe Anzahl an Neuerkrankungen ist auf den weit verbreiteten inhalativen No-

xenabusus zurückzuführen: etwa 90% aller Bronchialkarzinome enstehen nach lang-

jähriger Cancerogenexposition durch das Rauchen von Zigaretten. Hierbei steigt das 

Risiko einer Tumorerkrankung dosisabhängig mit Dauer der Exposition und Zahl der 

konsumierten Zigaretten an. 

Etwa 15% aller  langjährigen Raucher  entwickeln  ein  Bronchialkarzinom.  Aufgrund 

des zunehmenden Nikotinkonsums steigt daher die Neuerkrankungsrate bei Frauen 

derzeit an, während die der Männer in Folge ihres abnehmenden Konsums langsam 

abfällt.  Eine Vermeidung des inhalativen Nikotinabusus stellt  somit die wirksamste 

Maßnahme zur Senkung der Inzidenz und Mortalität des  Bronchialkarzinoms dar. 

Im Tabakrauch wurden bisher  mehr  als  70 cancerogen wirkende Substanzen be-

schrieben  (IARC  2004).  Zu  diesen  zählen  polycyclische  Kohlenwasserstoffe, 

Benzo(a)pyren, die Nitrosamine NNK und NNN und das radioaktive Polonium 210. 

Zudem werden mit einem Zigarrettenzug 10¹³ freie Radikale inhaliert, die ebenfalls 

mutagen und damit cancerogen wirken. Der Konsum von Zigaretten führt zu einer er-

höhten Erkrankungswahrscheinlichkeit für Tumoren verschiedener Organe, wie bei-
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spielsweise  für  Plattenepithelkarzinome  des  Kopf-Hals-Bereichs,  Karzinome   der 

Lunge sowie der Harnblase (Demarini 2004). 

Der spezifische Einfluß von cancerogenen Substanzen auf die Entstehung des  Bron-

chialkarzinoms ist auf genetischer Ebene feststellbar. Es zeigt sich, dass Tumoren 

von Rauchern häufig andere genetische Veränderungen aufweisen als solche von 

Nichtrauchern.(Riely et al. 2008). 

Dies resultiert auch in dem bevorzugten Auftreten bestimmter Subtypen des Bronchi-

alkarzinoms bei entsprechender Cancerogeneinwirkung.

Neben den Inhaltsstoffen des Tabakrauchs sind weitere Cancerogene wie Radon, As-

best, Arsen,Nickel oder Chrom(VI)-Verbindungen nur für einen im Vergleich  geringen 

Anteil der neu auftretenden Lungenkarzinome mitverantwortlich. Diese Noxen besit-

zen jedoch einen synergistischen, potenzierenden Effekt, wenn sie zur Tabakexpositi-

on hinzukommen und können daher das Erkrankungsrisiko drastisch erhöhen. So ist 

die Wahrscheinlichkeit für einen Nichtraucher nach Asbestexposition an einem Bron-

chialkarzinom zu erkranken um ca. den Faktor 5 erhöht. Für einen Raucher bedeutet  

eine Asbestbelastung jedoch eine 55-fache Risikoerhöhung im Vergleich zu Nichtrau-

chern ohne Asbestexposition. Oftmals sind die zuvor aufgeführten Stoffe im Zuge ei-

ner beruflichen Exposition ein Grund für ein erhöhtes Auftreten von Lungentumoren 

bei Bergarbeitern und anderen exponierten Berufsgruppen. Darüberhinaus kann es 

auch zur malignen Entartung vernarbter Lungenabschnitte  kommen, welche zuvor 

durch eine Tuberkulose, Pneumokoniose oder Lungenembolie geschädigt wurden. 

Bei der Entstehung von Plattenepithelkarzinomen und Adenokarzinomen wird in eini-

gen Fällen eine pathogenetische Bedeutung von humanen Papilloma-Viren vermutet 

(Guliani et al. 2007).   

Die schlechte Prognose des Bronchialkarzinoms liegt begründet in den meist unzurei-

chenden Behandlungsmöglichkeiten. Diese resultieren häufig aus der Tatsache, dass 

diese Tumorerkrankung aufgrund fehlender Frühsymptome meist erst bei bereits aus-

gedehntem Fortschreiten der Erkrankung diagnostiziert wird. Dann ist in vielen Fällen 

eine potentiell kurative Operation nicht mehr möglich und es liegt zudem bereits oft  

eine Fernmetastasierung vor. 

Es mangelt darüberhinaus an geeigneten Methoden der Früherkennung; Tumoren in 

einem frühen Stadium werden bisweilen lediglich zufällig als Rundherd auf Röngen-
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übersichtsaufnahmen des Thorax im Rahmen anderer Fragestellungen erkannt. Wird 

die Erkrankung in einem frühen Stadium hierdurch diagnostiziert, besteht bei Opera-

bilität eine kurative Perspektive. Es sind auch keine geeigneten Tumormarker oder 

Screeningverfahren zur Früherkennung etabliert.  Diskutiert  wird ein Screening von 

Risikopatienten mittels thorakaler Computertomographie (The National Lung Scree-

ning Trial Research Team  2011).

Spätsymptome eines Bronchialkarzinoms sind chronischer trockener Husten, Hämo-

ptysen, Dysphagie, Heiserkeit bei Infiltration  des Nervus laryngeus recurrens, Dys-

pnoe  bei  neu  aufgetretenem  Pleuraerguss  oder  einseitiger  Zwerchfellhochstand 

durch Läsion des Nervus Phrenicus. Bei fortgeschrittener Erkrankung zudem Stau-

ungszeichen bis hin zur oberen Einflussstauung bei Affektion der Vena Cava superior, 

Thoraxschmerz, sowie Zeichen der systemischen Tumorerkrankung wie Leistungs-

minderung, Fieber, Nachtschweiß oder Gewichtsverlust (Spiro et al. 2001, Beckles et 

al.  2003).  Ebenso  kann ein  bronchusobstruierendes  zentral  wachsendes  Bronchi-

alkarzinom Ursache rezidivierender poststenotischer Pneumonien sein. 

Im Stadium der metastasierten Erkrankung können Knochenschmerzen, Zeichen ei-

ner Leberfunktionseinschränkung oder neurologische Symptome auftreten. Bei einem 

Pancoast Tumor der Pleuraspitze besteht die Symptomatik häufig aus Schulter - und 

Armschmerzen, Lähmungen des Armes und der Hand bei Schädigung des Plexus 

Brachialis und einem Horner-Syndrom mit Miosis, Ptosis und Enophthalmus durch 

Tumorinfiltration des sympathischen Grenzstrangs. Alle diese genannten Symptome 

sind bisweilen unspezifisch, sodass zwischen deren Manifestation und Diagnose ei-

nes Bronchialkarzinoms weitere Zeit durch Fehldiagnosen (z.B: „Schulter-Arm-Syn-

drom“, „chronische Bronchitis“) verloren gehen kann.  

Zusätzlich können paraneoplastische Syndrome auf ein Lungenkarzinom hinweisen. 

Diese Erkrankungen werden durch Hormone, Cytokine oder andere Mediatoren ver-

ursacht, die durch den Tumor produziert werden oder durch Antikörper, die aufgrund 

der körpereigenen Immunantwort auf den Tumor enstehen können. 

Diese paraneoplastischen Veränderungen treten vor allem bei neuroendokrinen Tu-

moren auf (meist kleinzellige Bronchialkarzinome), die in der Lage sind, verschiedene 

Hormone oder Peptide zu sezernieren. Hierzu gehört die ektope ACTH-Produktion, in 

deren Folge ein Hypercortisolismus und damit ein Morbus Cushing manifest werden 

kann.  Ebenso  kann  eine  übermäßige  Freisetzung  des  antidiuretischen  Hormons 
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durch die Tumorzellen stattfinden, die ein Syndrom der inadäquaten Sekretion des 

antidiuretischen Syndroms (SIADH) auslöst. 

Hierdurch kommt es zur gesteigerten Wasserretention mit konsekutiver hyponatriämi-

scher Hyperhydratation und Bewußtsteinseintrübung durch die Hyponatriämie, cha-

rakteristischerweise  aber  zu keiner  Ödembildung.  Häufig  tritt  auch eine Hypercal-

ciämie durch Sekretion von Parathormon ähnlichem Peptid (PTHrP) mit entsprechen-

den neurologischen Symptomen auf.

Neben diesen endokrinen Manifestationen sind  auch neurologische Erkrankungen 

wie das Lambert-Eaton Syndrom und andere Autoimmunerkrankungen des zentralen 

Nervensystems bei Bronchialkarzinomen aufgrund einer Exprimierung onkoneuraler 

Antigene durch die Tumorzellen feststellbar (Graus et al. 1985)

Überdies können paraneoplastisch auch hämatologische und dermatologische Sym-

ptome verursacht werden. 

Aufgrund dieser Vielzahl möglicher Erkrankungsmanifestationen sind diese paraneo-

plastischen Syndrome meist nicht spezifisch genug, um sofort eine Erkennung des 

zugrunde liegenden Tumorleidens zu ermöglichen. 

Durch das indolente Wachstum eines primären Lungenkarzinoms und die ausgeprä-

ge Neigung zur Metastasierung sind oft Beschwerden, die durch die Absiedelung des 

Tumors in andere Organe entstehen, die ersten, welche auf diese 

Erkrankung hinweisen. In diesen Fällen existieren bislang nur unzureichende Thera-

pieoptionen und das 5-Jahres-Überleben liegt im Stadium der metastasierten Erkan-

kung bei 5%. Jegliche Therapieansätze sind daher palliativer Natur.

Bevorzugte Metastasierungsorte des Bronchialkarzinoms sind die regionären Lymph-

knotenstationen,  die  Leber,  das Skelettsystem, die  Nebennieren und das zentrale 

Nervensystem.

1.2 Ätiologie und Pathogenese des Bronchialkarzinoms 

Das Bronchialkarzinom ist wie alle anderen malignen Tumoren eine Erkrankung des 

Genoms, bei der durch den Einfluß exogener Noxen und endogener, zum Teil spon-

tan ablaufender Prozesse, eine Akkumulation von Mutationen der genomischen DNA 

sowie chromosomalen Veränderungen stattfinden, durch welche Zellen mit malignem 

Wachstumsverhalten  entstehen.  Diese  sind  durch  die  Eigenschaften  Metastasie-

rungsfähigkeit und Gewebsinvasion, Apoptoseresistenz, unabhängiges, selbststimu-
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liertes  Wachstum,  unbegrenzte  Teilungsfähigkeit  und  verstärkte  Angiogenese  ge-

kennzeichnet (Hanahan und Weinberg 2000).

Hinsichtlich der auslösenden Noxen wird zwischen chemischen (polycyclischen Koh-

lenwasserstoffen,  elektrophilen  DNA bindende  Substanzen),  biologischen  (Toxinen 

wie beispielweise dem Aflatoxin, verschiedenen Viren) und physikalischen Cancero-

genen (ionisierender oder nichtionisierender energiereicher Strahlung) unterschieden. 

Durch diese exogenen Einflüsse und durch spontane endogene Modifikationen der 

Molekülstruktur der DNA und Replikationsfehler der DNA Polymerase können chro-

mosomale Abberrationen und DNA Mutationen entstehen. 

Hierbei kommt es durch Genamplifikationen, Translokationen sowie Deletionen oder 

Mutationen der DNA zur verstärkten Aktivität oder Exprimierung von Wachstumsfakto-

ren, Rezeptoren oder Transkriptionsfaktoren („gain of function“). Die durch diese Alte-

rationen veränderten Gene werden als Onkogene bezeichnet, ihre physiologisch in 

nicht neoplastischen Zellen vorhandenen Äquivalente als Proto-Onkogene.

Die veränderten oder verstärkten Funktionen der Onkogene sind verantworlich für Tu-

morwachstum, abnorm erhöhte Zellteilungsrate, Apoptoseresistenz, verstärkte Angio-

genese und die Fähigkeit zur lokalen Invasion und Metastasierung. Beispiele für die 

in Bronchialkarzinomen relevanten Onkogene sind MYC und KRAS. 

MYC ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression von Genen verstärkt, welche für 

die  Zellproliferation  essentielle  Proteine  kodieren.  Die  Transkription  von  ungefähr 

15% aller menschlichen Gene wird direkt oder indirekt durch MYC reguliert (Gearhart 

et al. 2007). 

Onkogen amplifiziertes  MYC ist  häufig beim kleinzelligen Bronchialkarzinom nach-

weisbar (Takahashi et al. 1989).  KRAS Mutationen finden sich in ca. 20-30% aller 

nichtkleinzelligen Tumoren, fast ausschließlich bei Adenokarzinomen (Bos 1989, Ro-

denhuis und Slebos 1992, Ding et al. 2008). KRAS Mutationen kleinzelliger Karzino-

me stellen hingegen eine Rarität dar (Mitsudomi et al. 1991).

Diese je nach histologischem Differenzierungstyp unterschiedlichen genetischen Ver-

änderungen bedingen verschiedene tumorbiologische Eigenschaften.

Neben der Überaktivität der Onkogene findet sich in Neoplasien ein Funktionsverlust 

anderer Gene durch chromosomale Deletionen und inaktivierende "loss of function“ 

Mutationen. Die betroffenen Gene sind im Allgemeinen an der DNA Reparatur sowie 

der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt und werden als Tumorsuppressorgene bezeich-

net. Tumorsuppressorgene wie  TP53 oder das Retinoblastomgen Rb sind entschei-
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dende Regulatoren bei der  Kontrolle des Zellwachstums, der Progression des Zellzy-

klus und der Bewältigung und Reparatur von DNA Schädigungen. Bei schweren, irre-

parablen DNA Veränderungen kann p53 die Apoptose induzieren oder durch Zellzy-

klusarrest  weitere Teilungen verhindern.  Durch den Verlust derartiger Kontrollgene 

werden Zellen mit erworbenen DNA Mutationen nicht apoptotisch und der Zellzyklus 

nicht reguiert, so dass eine Proliferation trotz vorliegender DNA Schädigungen mög-

lich ist. Durch diese Veränderungen sind derartige Zellen in der Lage, einen malignen 

Genotyp durch Akkumulation von DNA Mutationen und chromosomale Veränderun-

gen zu erwerben. 

Im Allgemeinen sind Mutationen und genomische Veränderungen in mehreren rele-

vanten Genen und Chromosomen erforderlich, damit aus einem Zellklon mit diesen 

Veränderungen ein maligner Tumor entsteht. Mit zunehmender Anzahl genetischer 

Veränderungen nimmt auch das maligne Potential der betroffenen Zellen zu. 

Für das colorektale Karzinom konnte durch die Entdeckung der Adenom-Karzinom-

Sequenz gezeigt  werden,  dass in  einer  bestimmten zeitlichen Abfolge spezifische 

Mutationen in für die Tumorentstehung entscheidenden Genen stattfinden, durch de-

ren Akkumulation  in  den betroffenen Zellen  zunehmend schwerere  phänotypische 

Veränderungen stattfinden (Fearon und Vogelstein 1990). Der Prozess von Entste-

hung eines Adenoms über Entwicklung einer Dysplasie hin zu einem invasiven Karzi-

nom ist in den verschiedenen Entwicklungsstufen jeweils mit dem Neuauftreten  be-

stimmter genetischer Veränderungen assoziiert (Abbildung 1).

Abbildung 1:  Modell  der  Karzinogenese  des  sporadischen  colorektalen  Karzinoms auf  
Grundlage der Adenom-Karzinom-Sequenz. (Nach Moran et al. 2010, Fearon und Vogelstein  
1990).

Für das Bronchialkarzinom ist eine derartige genaue chronologische Erfassung der 

Carcinogenese bisher nicht erfolgt. Es kann aber angenommen werden, dass den 

verschiedenen histologischen Subtypen unterschiedliche Mechanismen und genoty-

pische Korrelate der Tumorentstehung zugrunde liegen. So sind jeweils verschiedene 
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chromosomale  Veränderungen für  die  unterschiedlichen Phänotypen des Bronchi-

alkarzinoms beschrieben worden (Petersen et  al.  1997,  Sanchez-Cespedes et  al. 

2001).

1.3 Mechanismen der Karzinogenese 

Umfangreiche Untersuchungen zeigen, dass Cancerogene des Tabakrauchs Punkt-

mutationen in TP53 oder KRAS induzieren können (Gealy et al. 1999, Ahrend et al. 

2001, Le Calvez et al. 2005, Hecht 2008). 

Hierbei handelt es sich um Substitutionsmutationen, bei denen eine kodierende Base 

durch eine andere ersetzt wird. Dies kann zu einer Veränderung des Codons führen, 

wodurch es bei der Translation zu einem Aminosäureaustausch und somit zu einer 

strukturellen Veränderung des kodierten Proteins kommt. Durch diese sogenannte 

Misssense-Mutation können sich aufgrund der anderen biochemischen Eigenschaf-

ten der neu eingebauten Aminosäure die Interaktionscharakteristika des gesamten 

Proteins oder einer für seine Funktion essentiellen Domäne verändern. Diese Muta-

tionen führen im Falle von TP53 zu einem Verlust der Fähigkeit zur DNA Interaktion 

von p53 und damit einem Wegfall seiner regulatorischen Funktion und im Falle von 

KRAS zu einer konstitutiven Aktivierung des KRAS Onkogens.

Mutationsanalysen zeigen in der Mehrzahl der Bronchialkarzinome einen Basenaus-

tausch von Guanin zu Thymin, der als G zu T Transversion (Austausch einer Purinba-

se gegen eine Pyrimidinbase) bezeichnet wird.  Bei  Nichtrauchern treten hingegen 

häufiger G zu A Transitionen (Austausch von Purinbasen bzw. Pyrimidinbasen unter-

einander) auf. Dieser Unterschied wird auf die chemischen Eigenschaften der Cance-

rogene des Tabakrauchs zurückgeführt. Sie induzieren eine Reaktion von Guanin zu 

8-Oxo-Guanin (Abbildung 2). Dieses DNA Addukt entsteht bevorzugt durch die im Zi-

garettenrauch in hoher Konzentration nachweisbaren polycyclischen Kohlenwasser-

stoffe und freien Sauerstoffradikale. Wird diese veränderte Base nicht durch das En-

zym 8-Oxo-Guanin DNA Glycolyase entfernt, findet eine Basenfehlpaarung statt und 

es erfolgt damit zu einem Austausch zu Thymin (Grollman et al. 1993).

Andere Cancerogene und spontane Modifizierungen der DNA führen zur Bildung von 

O6-Methyl-Desoxyguanosin. Diese DNA Veränderung ist dann Vorstufe einer Transiti-

onsmutation zu Adenin (Hecht 2008).  
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Abbildung 2: Basenfehlpaarung von Oxoguanin (links) mit Adenin (rechts). Aus dieser Veränderung  

resultiert eine G-T Transversionsmutation. Diese treten häufig bei Bronchialkarzinomen auf  (Sheila et  

al. 2007).

.Damit ist das Muster der DNA Mutation charakteristisch für die Wirkung bestimmter 

Cancerogene. Insgesamt sind KRAS und TP53 Mutationen häufiger in Tumoren von 

Rauchern zu finden. Diese zeigen häufig die oben genannten, spezifischen 

DNA-Veränderungen und die  Wahrscheinlicheit  ihres Auftretens korreliert  mit  dem 

Ausmaß der Cancerogenexposition (Westra et al. 1993, Ahrendt et al. 2001, Pfeifer et 

al. 2002, Lea et al. 2007, Riely et al. 2008). 

Die Bedeutung der im Tabakrauch enthaltenen Cancerogene als entscheidende pa-

thogenetische Faktoren bei der Entstehung der Mehrzahl der Lungenkarzinome zeigt 

sich auch im erhöhten Erkrankungsrisiko bei Personen, die aufgrund von genetischen 

Polymorphismen eine verstärke Aktivierung procancerogener Substanzen oder einen 

verzögerten Abbau cancerogener Metabolite exogener Noxen besitzen. (Wu et al. 

2004, Sörensen et al. 2004).
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1.4 Bedeutung und Funktion des KRAS Onkogens  

Ungefähr  20-40% aller  nicht  kleinzelligen  Bronchialkarzinome weisen  aktivierende 

Punktmutationen im Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog auf, welches abge-

kürzt als KRAS bezeichnet wird (Bos 1989). Es gehört zu einer Genfamilie homologer 

Gene, zu denen die Isoformen HRAS, NRAS und KRAS gezählt werden. HRAS und 

KRAS sind nach ihren Entdeckern (Harvey 1964, Kirsten 1967) und den beobachte-

ten Knochentumoren bei  Ratten benannt  worden.  NRAS wurde erstmal  aus einer 

Neuroblastomzelllinie  isoliert.  Je  nach  Gewebetyp  werden  die  RAS Gene  unter-

schiedlich stark exprimiert.

HRAS und KRAS wurden zunächst in murinen Tumorviren entdeckt. Erst später  wur-

de erkannt, dass diese retroviralen Gene mutierten Analoga zelleigener menschlicher 

Gene entsprechen (Wong-Staal et al. 1981, Der et al 1982).

Die RAS Onkogene gehören zu den am häufigsten mutierten menschlichen Onkoge-

nen. Mutationen im KRAS Gen können häufig  bei Tumoren des Pankreas  (ca. 90%), 

des Colons und Rektums (ca. 50%), der Lunge (bis zu 40%) der Schilddrüse und an-

derer Organe nachgewiesen werden. NRAS Mutationen treten bei Leukämien, myelo-

dysplastischen Syndromen sowie malignen Melanomen auf. (Almaguera et al. 1988, 

Bos 1989, Downward 2003).   

Die verschiedenen RAS Gene kodieren für GTPasen, die unter anderem Bestandteil 

der Phosphorylierungskaskade des MAP-Kinase Signalwegs sind. Durch die Weiter-

leitung extrazellulärer mitogener Signale führt  diese Signalkaskade zur Aktivierung 

von nukleären Transkriptionsfaktoren, die Zellwachstum, Zellproliferation und Diffe-

renzierung durch verstärkte Expression der hierfür relevanten Gene auslösen.

Das KRAS Gen auf Chromosom 12p12.1 kodiert für ein monomeres, GTP bindendes 

Protein (im Folgenden als p21ras bezeichnet) mit einem Molekulargewicht von 21kD 

und einer Proteinlänge von 189 Aminosäuren. Im inaktiven Zustand ist  p21ras an 

GDP gebunden. Durch den Austausch von GDP zu GTP erfolgt eine Konformations-

änderung von p21ras in den aktiven Zustand (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Mechanismus der p21ras Aktivierung durch GTP-Bindung. Aktivierung von Wachs-
tumsfaktorrezeptoren führt zur Rekrutierung von GEF, die den Austausch von GDP zu GTP beschleu-
nigen und so p21ras in den aktiven Zustand überführen. GAP dient der Kontrolle der p21ras Aktivität  
durch Verstärkung der Aktivität der ras-GTPase und Lyse von GTP zu GDP. Onkogene Punktmutatio-
nen des KRAS Gens führen zur dauerhaften GTP-Bindung und somit zur konstitutiven Aktivierung der  
MAP-Kinase Signalkaskade und anderer p21ras Effektoren. (Downward 2003)

Im aktiven Zustand phosphoryliert p21ras die Kinase RAF, die wiederum MEK phos-

phoryliert, welche ERK1/2 durch Phosphorylierung in den aktiven Zustand überführt. 

Diese Kinasen aktivieren die Transkriptionsfaktoren jun und fos, die als Heterodimer 

an das AP1 Motiv der DNA binden und so die Transkription für die Proliferation rele-

vanter Gene wie Cyclin D1 oder MYC verstärken (Pearson et al. 2001, Kerkhoff und 

Rapp 1998). 

Rezeptortyrosinkinasen wie beispielsweise EGFR sind in der Lage, durch Aktivierung 

der Adapterproteine GrB2 und SOS (dieses Protein wird auch als GEF bezeichnet) 

den Austausch von GDP zu GTP zu beschleunigen und so p21ras in den aktiven Zu-

stand zu überführen. Dies führt zur Aktivierung des MAP-Kinase Signalwegs und er-

höhter  Zellproliferationsrate.  Neben diesem Signalweg  induziert  das aktivierte  ras 

Protein weitere Signaltransduktionswege, die ebenfalls Funktionen wie Proliferation, 

Zellzyklusprogress oder Cytoskelettveränderungen vermitteln (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Übersicht der RAS assoziierten Signaltransduktion Das aktivierte G-Protein p21ras 
aktiviert multiple nachgeschaltete Signaltransduktionswege. Diese vermitteln Zellproliferation, Zellzy-
klusprogression und regulieren die Expression zahlreicher an diesen Vorgängen beteiligter Gene.  
(Downward 2003).

Zur Regulierung dieser Prozesse dient die intrinsische GTPase Aktivität des ras Pro-

teins, die nach einer gewissen Zeit eine Abschaltung des Signalweges durch Aus-

tausch von GTP zu GDP bewirkt. Dieser negative Feedbackmechanismus wird durch 

ein GTPase aktivierendes Protein (GAP) reguliert, welches die GTPase Aktivität von 

ras verstärkt und so das Proliferationsverhalten der Zelle in physiologischen Berei-

chen halten kann. Die biologische Bedeutung der Regulation des MAP-Kinase Si-

gnalwegs wird durch die Auswirkungen inaktivierender Mutationen eines GAP deut-

lich:  Die hereditäre Neurofibromatose Typ 1 ist durch eine solche Mutation im  NF1 

Gen verursacht, das für ein GAP ähnliches Protein namens Neurofibromin kodiert. 

Durch Mutationen verliert Neurofibromin seine GAP Funktion (Martin et al. 1990). In-

folgedessen kommt es zur unkontrollierten Aktivität von p21ras und dem Auftreten 

von multiplen Tumoren.   

Die onkogene Mutation des KRAS Gens in Tumoren führt ebenfalls zu einem Ausfall 

dieses Regulationsmechanismus: Durch Substitution einer hydrophoben (Glycin) ge-

gen eine polare Aminosäure (zum Beispiel Aspartat oder Cystein) wird die räumliche 
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Interaktion zwischen p21ras und GAPs beeinträchtigt und das gebundene GTP kann 

nicht mehr hydrolysiert werden. 

Hierdurch sind p21ras und dementsprechend der MAP-Kinase Signalweg auch in Ab-

wesenheit mitogener extrazellulärer Signale dauerhaft aktiviert. Daraus resultiert eine 

von  Wachstumsfaktoren  oder  Regulationsmechanismen  autonome,  stark  erhöhte 

Proliferationsrate im Sinne einer malignen Transformation (Mansour et al. 1994). 

Aufgrund der häufig beobachteten Mutationen von KRAS in Tumoren und der bedeu-

tenden Funktion dieses Gens für die Zellproliferation und die maligne Transformation 

stellt diese genetische Veränderung ein potentielles Ziel für eine zielgerichtete Thera-

pie dar. 

Bisherige Versuche, mutiertes p21ras pharmakologisch zu inhibieren, waren jedoch 

nicht  erfolgreich.  Problematisch hierbei  ist  die Beeinflussung einer  loss-of-function 

Veränderung wie dem Verlust der GTPase Interaktion von p21ras. Etablierte zielge-

richtete medikamentöse Therapien beruhen im Allgemeinen auf der Blockierung eines 

Signalwegs durch die Hemmung enzymatischer Aktivität, nicht jedoch auf der Aktivie-

rung einer Enzymfunktion wie der GTPase im Falle von p21ras.  

Aus  diesem Grund  wurde  als  therapeutisches  Ziel  die  Membranverankerung  von 

p21ras ausgewählt, da die Membranlokalisation für die Funktion dieses Proteins not-

wendig ist. 

Diese besteht aus einem Farnesylanker, ohne welchen das Protein funktionslos ist. 

Farnesyltransferaseinhibitoren  erwiesen  sich  jedoch  nicht  als  wirksame  Therapie 

KRAS mutierter Tumore, da die Verankerung auch durch posttranslationale Modifika-

tion durch das Enzym Geranygeranyltransferase möglich ist.  Eine Inhibition beider 

Enzyme erwies sich hingegen als zu nebenwirkungsreich und toxisch (Lobell et al. 

2001). Es werden daher Substanzen erprobt, die durch KRAS aktivierte Signalwege 

inhibieren (Murphy et al. 2006, Rinehart et al. 2004, Blumenschein et al. 2009). Diese 

haben jedoch bisher noch keine Relevanz für die Therapie des Bronchialkarzinoms. 

In der Therapie des malignen Melanoms zeigt bei Tumoren mit einer BRAF Mutation 

ein Inhibitor der BRAF-Kinase einen therapeutischen Effekt. (Chapman et al. 2011) 

Dieses Beispiel zeigt die prinzipielle Möglichkeit der zielgerichten Therapie von Ver-

änderungen des MAP-Kinase Signalwegs bei malignen Tumoren.

Untersuchungen zu der Prävalenz von Veränderungen des MAP-Kinase-Signalwegs 

in Adenokarzinomen der Lunge zeigen, dass in etwa 70% der Tumoren mindestens 
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eine  Mutation  in  einem  der  Bestandteile  dieses  Signaltransduktionswegs  vorliegt 

(Ding et al. 2008). Weitere Untersuchungen zu den in Bronchialkarzinomen stattfin-

denden Veränderungen des MAP-Kinase-Wegs und damit  assoziierten Genen wie 

KRAS sind daher von großer Bedeutung für ein präziseres Verständnis der Tumorbio-

logie dieser Erkrankung und die Entwicklung neuer Therapieansätze.

1.5 Klassifikation und Therapie des Bronchialkarzinoms  

Das Bronchialkarzinom wird nach der WHO Klassifikation der Lungentumoren (Travis 

et al. 2004) durch histopathologische Kriterien in folgende Entitäten unterteilt:

Plattenepithelkarzinom  

Differenzierungstypen:

• Papillär, 

• klarzellig 

• kleinzellig

• basaloid

Das Plattenepithelkarzinom ist ein in 75% der Fälle zentral wachsender Tumor, 25% 

entstehen in der Lungenperipherie. Je nach Population wird seine Häufigkeit mit 25-

40% aller  Bronchialkarzinome angegeben.  Das Plattenepithelkarzinom wird  häufig 

bei langjähriger Cancerogenexpostition durch Rauchen gefunden, jedoch selten bei 

Nichtrauchern. Meist wachsen die Tumoren zentral an Teilungsstellen der Bronchien 

und sind somit diagnostisch einer Bronchoskopie zugänglich. Große Tumoren neigen 

zu zentralen Nekrosen. Die Diagnose wird histologisch durch das Auftreten von Plat-

tenepithel mit Verhornungszeichen und Interzellularbrücken gestellt.. Epitheliale Dys-

plasie und Carcinoma in situ werden als Vorstufen des Plattenepithelkarzinoms be-

schrieben. Dieser Tumortyp zeigt in bis zu 80% der Fälle eine Überexpression des 

EGF-Rezeptors.  KRAS Mutationen werden sehr selten bei diesen Tumoren festge-

stellt. (Rodenhuis et al. 1987, Graziano et al. 1999).
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Abbildung 5: Plattenepithelkarzinom der Lunge 

Kleinzelliges Bronchialkarzinom   

Das kleinzellige Bronchialkarzinom ist ein undifferenzierter, hoch maligner aggressi-

ver neuroendokriner Tumor, der ungefähr 15-20% aller Lungenkarzinome ausmacht 

und wie das Plattenepithelkarzinom vor allem Raucher betrifft.  Histologisch zeigen 

sich kleine, runde, basophile Zellen ohne prominente Nucleoli mit fein granuliertem 

Chromatin. Häufig sind entnahmebedingt Quetschartefakte zu beobachten. Charakte-

ristisch ist ein sehr schnelles, meist zentral hilusnahes Wachstum (Tumorverdoppe-

lungszeit ca. 50-100 Tage) und eine sehr früh im Verlaufe der Erkrankung auftreten-

de, ausgeprägte hämatogene Fernmetastasierung. 

Die hohe Proliferationsneigung bedingt ein gutes Ansprechen dieses Tumors auf eine 

cytostatische Chemotherapie. 

Aufgrund der ausgeprägten genetische Instabilität dieser Erkrankung kommt es je-

doch rasch zu chemotherapieresistenten Rezidiven, daher ist die Prognose in den al-

lermeisten Fällen infaust. Aufgrund des fast immer vorhandenen systemischen Be-

falls ist eine kurative operative Therapie fast nie möglich. Zur Abgrenzung gegenüber 

anderen kleinzelligen pulmonalen Infiltrate, dient der Nachweis der neuroendokrinen 

Differenzierung durch immunhistochemische Untersuchung von CD56 (NCAM), Syn-

aptophysin oder Chromogranin A. Die neuroendokrine Herkunft dieses Tumors erklärt 

auch das häufige Auftreten der zuvor beschriebenen paraneoplastischen Syndrome. 

Analog der kleinzelligen Morphologie ist auch der Chromosomensatz des kleinzelli-

gen Karzinoms reduziert,  es findet sich häufig eine Hyplodiploidie und der Verlust 

ganzer Chromosomen oder Chromosomenarme (Junker et al. 2000) 
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     Abbildung 6: Histologie eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms

Adenokarzinom 

Das Adenokarzinom entsteht häufig in der Lungenperipherie und hat einen Anteil von 

ca. 30-40% an allen Bronchialkarzinomen. Es ist der häufigste Tumor bei Nichtrau-

chern, jüngeren Patienten und Frauen und zeigt eine ansteigende Inzidenz, für die 

unter anderem der zunehmende Konsum von Filterzigaretten mit entsprechend tiefe-

rer Inhalation der Carcinogene in die Lungenperipherie sowie veränderte diagnosti-

sche Kriterien und verbesserte histopathologische Methoden verantwortlich gemacht 

werden (Charloux et  al.  1997).  Mikroskopisch finden sich  drüsenartige  Strukturen 

und/oder extra- oder intrazelluläre Mucinansammlungen. Differenzialdiagnostisch zur 

Abgrenzung  gegenüber  einer  pulmonalen  Metastase  eines  extrapulmonalen  Ade-

nokarzinoms (beispielsweise des Gastrointestinaltrakts oder der Mamma) oder eines 

Pleuramesothelioms dient der Nachweis der Expression von TTF-1 durch die Tumor-

zellen. Ca. 75% aller bronchialen Adenokazinome exprimieren diesen Marker (Travis 

et al. 2004). Bis zu 80% aller Adenokarzinome zeigen zwei verschiedene morphologi-

sche Differenzierungen, innerhalb eines Tumors wie zum Beispiel  einen papillären 

und acinären Anteil. 

Das nichtinvasive bronchioloalveoläre Karzinom stellt  eine bemerkenswerte Entität 

dar, da es eine bessere Prognose als die übrigen Adenokarzinome besitzt und durch

seine klinischen Symptomatik und radiologischen Präsentation als Pneumonie fehlge-

deutet werden kann. Häufig finden sich bei diesem Subtyp EGFR Mutationen (Blons 

et al. 2006 ). 30-50% aller Adenokarzinome zeigen eine KRAS Mutation.

Als präneoplastische Läsion des Adenokarzinoms ist die atypische adenomatöse Hy-

perplasie beschrieben (Mori et al. 2001).

Auf Grundlage von Studien zur Prognose der verschiedenen histologischen Differen-

zierungstypen des Adenokarzinoms wurde im Jahr 2010 eine neue Klassifikation des 
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pulmonalen Adenokarzinoms erarbeitet (Travis et al. 2010). Aufgrund des häufigen 

kombinierten  Vorliegens  verschiedener  histologischer  Subtypen  fordert  die  neue 

Klassifikation eine Quantifizierung und Bestimmung des vorherrschenden, prädomi-

nanten Subtyps innerhalb eines Tumors. 

   

Hiernach werden folgende Einteilungen getroffen:  

Präinvasive Läsionen: 

• atypische adenomatöse Hyperplasie 

• Adenokarzinom in situ (<3cm)  

Subtypen:mucinös, nicht mucinös, gemischt mucinös/nichtmucinös   

Minimal invasives Karzinom: 

• Lepidische Wuchsform (bis zu 3cm Durchmesser, Invasionsfront<5mm) 

Subtypen: mucinös, nicht mucinös, gemischt mucinös/nichtmucinös  

Invasives Adenokarzinom:    

• Prädominant lepidisch 

• Prädominant acinär 

• prädominant papillär 

• prädominant mikropapillär 

• prädominant solide und mucinös 

Varianten des invasiven Adenokarzinoms: 

• Invasives mucinöses Adenokarzinom 

• Kolloidales Adenokarzinom 

• Fetales Adenokarzinom 

• Intestinales Adenokarzinom 
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Großzelliges undifferenziertes Karzinom 
Differenzierungstypen: 

• neuroendokrin

• basaloid 

• lymphoepithelioma-ähnlich 

• klarzellig

• großzellig mit rhabdoidem Phänotyp 

Als großzelliges undifferenziertes Karzinom werden entdifferenzierte nichtkleinzellige 

Karzinome klassifiziert, die histologisch zytoplasmareiche Zellen mit großen, promi-

nenten Nucleoli ohne jegliche lichtmikroskopische Zeichen einer drüsenartigen oder 

plattenepithelialen Differenzierung zeigen. Die Diagnose eines großzelligen Bronchi-

alkarzinoms ist somit eine Ausschlußdiagnose. Elektronenmikroskopische sowie im-

munhistochemische  Untersuchungen  konnten  zeigen,  dass  diese  Tumorzellen  ul-

trastrukturell plattenepithelial oder drüsenhaft differenziert sein können. Dementspre-

chend sind dies stets undifferenzierte Tumoren mit einem aggressiven Wachstum und 

einer schlechten Prognose. Entsprechend der vergleichsweise großen Zellkerne zeigt 

sich eine starke chromosomale Aneuplodie mit einer Vermehrung des DNA Gehalts. 

Etwa 10% aller Bronchialkarzinome werden als großzellig diagnostiziert.  

Abbildung  7: Histologisches  Bild  eines  großzelligen  undifferenzierten  Bronchialkarzinoms  mit  
deutlichen Zellatypien und prominenten Nukleoli. 
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Weitere seltenere Subtypen, die in dieser Arbeit nicht untersucht wurden:

• Adenosquamöses Karzinom

• Sarkomatoides Karzinom 

• Karzinoidtumoren 

• Karzinome der Bronchialwanddrüsen  

• Unklassifizierbare Karzinome 

In letztere Kategorie fallen Tumore, die nicht mit den bisher dargestellten Kriterien 

klassifiziert werden können. Es kann aber auch ein unklassifizierbares Karzinom vor-

liegen, wenn aufgrund von nicht ausreichend aussagekräftigen Biopsiematerials eine 

eindeutige Diagnose nicht möglich ist.  In diesen Fällen sollte aus therapeutischen 

und prognostischen Gründen zumindest festgestellt werden, ob ein kleinzelliges oder 

nicht kleinzelliges Karzinom vorliegt.     

Neben der Feststellung des histologischen Differenzierungstyps wird zudem der Dif-

ferenzierungsgrad,  das Grading,  bestimmt.  Anhand des morphologischen Erschei-

nungsbildes und der Ausgeprägheit der Zellatypien werden Tumoren als gut differen-

ziert (G1), mäßig differenziert (G2), wenig differenziert (G3) oder undifferenziert/ana-

plastisch (G4) beurteilt. Kleinzellige und großzellige undifferenzierte Karzinome wer-

den hierbei aufgrund ihrer Entdifferenzierung grundsätzlich stets als undifferenziert 

(G4) beurteilt. 

Tumorheterogenität
Eine wichtige Eigenschaft des Bronchialkarzinoms ist die morphologische und geneti-

sche Heterogenität. In bis zu 50% aller Tumoren finden sich mindestens zwei ver-

schiedenartige  Zelldifferenzierungstypen  innerhalb  eines  Tumors  und  eine  ausge-

prägte morphologische intratumorale Heterogenität (Hirsch et al. 1983,  Roggli et al. 

1985, Dunnill und Gatter 1986, Fraire et al. 1987, Travis et al. 2004). 

Zum Beispiel können Plattenepithelkarzinome einen Tumoranteil mit kleinzelliger Dif-

ferenzierung enthalten. Dies muss bei der Beurteilung kleiner Biopsien berücksichtigt 

werden, auf deren Grundlage eine adäquate Diagnostik bei heterogenen Lungentu-

moren oft nicht möglich ist. Bei Adenokarzinomen handelt es sich in 80% der Fälle 

um den sogenannten gemischten Subtyp, in dem verschiedene Differenzierungsgra-
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de und Ausprägungen morphologischer  Atypien zu beobachten sind (Travis  et  al. 

2004). Die neue Klassifikation des Adenokarzinoms fordert daher die Festlegung auf  

die quantitativ prädominante Wuchsform dieser Tumoren (Travis et al. 2010).

Das Bronchialkarzinom zeigt auch auf molekularer und genetischer Ebene eine aus-

geprägte Heterogenität durch ein sehr instabiles Genom (Carey et al. 1990, Cahill et 

al.1999, Balsara et al. 2002). Eine heterogene Tumorzellpopulation bedingt eine Nei-

gung zu einer schnell auftretenden Therapieresistenz und erfordert eine Berücksichti-

gung seiner veränderten biologischen Charakteristika im Vergleich zu Tumoren mit ei-

ner homogenen Zellpopulation. (Goldie und Coldman 1984, Dexter und Leith 1986). 

Bisher  fand dieses Phänomen jedoch keine Berücksichtigung bei  Diagnostik  oder 

Therapie des Bronchialkarzinoms.

Die genauere Charakterisierung des Ausmaßes von Tumorheterogenität auf moleku-

larer Ebene könnte daher eine Relevanz für die Verbesserung der Therapie des Bron-

chialkarzinoms besitzen.   

Klinisch relevant ist neben der genauen histopathologischen Klassifikation von Bron-

chialkarzinomen vor  allem die  Unterscheidung  von  kleinzelligen  und  den  übrigen 

nicht kleinzelligen Karzinomen, da diese beiden Untergruppen deutlich verschiedene 

tumorbiologische Charakteristika aufweisen und deshalb unterschiedliche Therapie-

ansätze sowie Stagingmethoden erfordern.

1.5.1 Therapie des kleinzelligen Bronchialkarzinoms

Kleinzellige Karzinome metastasieren sehr früh und häufig und zeigen eine hohe Pro-

liferationsgeschwindigkeit mit einer mittleren Tumorverdoppelungszeit von etwa 50-

100 Tagen.Sie besitzen also einen großen Anteil von in der Zellproliferationsphase 

befindlichen Zellen und sind somit sehr empfindlich gegenüber einer cytostatischen 

Therapie mit Chemotherapeutika oder einer Strahlentherapie. 

Durch die hohe Metastasierungsneigung und das schnelle Wachstum werden diese 

Tumoren meist in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, wodurch eine ope-

rative Therapie in den meisten Fällen nicht mehr möglich ist. Anstelle des TNM Sta-

ging Systems wird beim kleinzelligen Karzinom daher eine Unterscheidung in eine lo-

kal begrenzte sogenannte limited disease (entspricht TNM Stadien I-IIIb) oder ausge-

dehnte extensive disease (entspricht TNM Stadium IV) vorgenommen. 66% der Fälle 

werden im Stadium der extensive disease diagnostiziert, daher ist die Primärtherapie 
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der Wahl die systemisch wirksame Chemotherapie. Hierdurch lässt sich häufig ein ra-

sches Abnehmen der Tumormasse und ein Regress der Erkrankung bis hin zu einer 

Remission erreichen. Nach diesem ersten Therapieerfolg kommt es jedoch in den 

meisten Fällen zu Rezidiven, die dann chemotherapieresistent geworden sind und 

nicht mehr erfolgreich behandelt werden können (Patel et al. 2003). Für die stark aus-

geprägte Fähigkeit,  eine Therapieresistenz zu entwickeln,  wird das instabile,  stark 

mutationsanfällige Genom dieser Tumoren verantwortlich gemacht. 

Bei lokal begrenzter Erkrankung ist eine kurative operative Therapie in wenigen Fäl-

len möglich. Standardtherapie ist hier eine simultane Radiochemotherapie.  

Als Chemotherapie wird am häufigsten eine Kombinationstherapie mit einem Cytosta-

tikum auf Platinbasis, meist Cisplatin oder das weniger toxische         Carboplatin, zu-

sammen mit Etoposid oder Irinotecan verwendet. Diese und andere Schemata sind in 

der Lage, eine Verlängerung des progressionsfreien Überlebens von durchschnittlich 

4  Monaten zu erreichen,  bis  es  zu einem Progress oder  Rezidiv  der  Erkrankung 

kommt (Simon und Turrisi 2007).

Aufgrund der hohen Metastasierungsneigung des kleinzelligen Lungenkarzinoms wird 

bei Patienten ohne Nachweis von Metastasen im cerebralen CT oder MRT eine pro-

phylaktische Ganzhirnbestrahlung zur Verhinderung der Ausbildung von Hirnmetasta-

sen durchgeführt. Die Prognose dieser Erkrankung ist trotz dieser Behandlungssche-

mata weiterhin sehr schlecht. Das Fünfjahresüberleben liegt bei ca. 5%. Der Versuch 

neue,  auf  die genetischen Veränderungen dieser Neoplasie ausgerichteten Thera-

peutika in die Behandlung einzuführen, scheitert bisher an der enormen molekularen 

Komplexität und den zahlreichen genetischen Veränderungen dieser Neoplasie, so 

dass eine zielgerichtete Inhibiton einzelner Signalwege bisher keine Verbesserung 

der Therapie erbringen konnte (Rossi et al. 2008). 

Aufgrund der sehr geringen Prävalenz von KRAS Mutationen in kleinzelligen Karzino-

men wurden in der vorliegenden Arbeit ausschließlich nichtkleinzellige Bronchialkarzi-

nome untersucht.       
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1.5.2 Staging des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms

TNM Staging 

Das Staging des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms wird wie bei anderen soliden 

Tumoren nach der TNM-Klassifikation durchgeführt. Hierbei beschreibt die Kategorie 

T die Ausdehnung des Primärtumors, N den Befall regionärer Lymphknoten und M 

das Vorhandensein von Fernmetastasen. 

Die mittlerweile 7. Auflage der TNM Klassifikation des Bronchialkarzinoms wurde auf 

der Basis von epidemiologischen Daten aus über 60.000 Erkrankungsfällen entwi-

ckelt, um anhand der Verlaufsdaten eine adäquate Stratifizierung von Prognose und 

Therapieoptionen zu ermöglichen (Rami-Porta et al. 2009).
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T:Primärtumor  

Tx:Primärtumor kann nicht beurteilt werden oder positiver cytologischer Nachweis mali-
gner Zellen 

T 0:   Kein Anhalt für Primärtumor        

Tis:  Carcinoma in situ 

T 1a: Größte Tumorausdehnung kleiner als 2 cm ohne Invasion von visceraler Pleura 
oder Hauptbronchus 

T 1b: Größte Tumorausdehnung größer 2 und kleiner als 3 cm ohne Invasion von 
visceraler Pleura oder Hauptbronchus

T 2a:  Tumorausdehnung größer als 3 und kleiner als 5 cm, Befall des Hauptbronchus 
weiter als 2 cm distal der  Carina, Invasion der visceralen Pleura, Atelektase oder ob-
struktive Pneumonie eines Lungenabschnitts

T 2b: Tumorausdehnung größer als 5 und kleiner als 7 cm, Befall des Hauptbronchus 
weiter als 2 cm distal der Carcina, Invasion der visceralen Pleura, Atelektase oder ob-
struktive Pneumonie eines Lungenabschnitts.

T 3:  Tumor größer 7 cm oder  Invasion einer der folgenden Strukturen: Thoraxwand, 
Zwerchfell, mediastinale Pleura, parietales Perikardium, Hauptbronchus weniger als 2 
cm von der Carina entfernt ohne direkten Befall derselbigen; oder Atelektase, obstruktiv 
bedingte Pneumonie einer gesamten Lunge oder multiple isolierte Tumorherde im sel-
ben Lungenlappen   

T 4: Tumor jeglicher Größe mit Befall einer der folgenden Strukturen: Mediastinum, 
Herz, große Gefäße, Carina, Trachea, Ösophagus, Wirbelkörper; Auftreten eines mali-
gnen Pleuraergusses oder Tumorbefall eines anderen ipsilateralen Lungenlappens.       

 N: regionäre Lymphknotenstationen    

N X : regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 

N 0: keine Metastasen in den regionären Lymphknoten   

N 1: Metastasen in ipsilateralen peribronchialen, intrapulmonalen oder perihilären 
Lymphknoten  

N 2: Metastasen in ipsilateralen mediastinalen oder subcarinalen Lymphknoten 

N 3: Befall kontralateraler perihilärer oder mediastinaler, ipsilateraler oder kontralatera-
ler supraclaviculärer Lymphknoten oder der Scalenusgruppe   

M : Fernmetastasen    

M X: Vorhandensein von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden  

M 0: Keine Fernmetastasen    

M 1a : Tumorknoten in einem kontralateralen Lappen; Pleurabefall oder maligner Pleu-
ra- bzw. Perikarderguss     

M 1b : Fernmetastasen außerhalb der Lunge         

   Tabelle 1: TNM Klassifikation des Bronchialkarzinoms, 7.Auflage (UICC)
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Stadieneinteilung nach UICC: 
Anhand  der  TNM-Klassifikation  wird  das  Stadium  eines  Bronchialkarzinoms  be-

stimmt. Das Stadium ist Ausdruck des Ausmaßes der Erkrankung, korreliert mit der 

Prognose und dient somit der Einschätzung therapeutischer Optionen für das jeweili -

ge Tumorstadium.     

Stadium Tumor Nodalstatus Metastasen

Okkultes  Carci-
nom 

T x N 0 M 0

Stadium 0 T in situ 0 M 0

Stadium Ia T1a, T1b N 0  M 0 

Stadium Ib T2a 0 M 0

Stadium IIa T 1a,T1b, T 2a   

T 2b

N 1   

N0

M 0  

M 0

Stadium IIb T 2b  

T 3

N 1

N 0

M 0

M 0

Stadium IIIa T 1, T 2
T 3 
T 4

N 2
N 1, N 2  
N 0, N 1

M 0
M 0 
M 0

Stadium IIIb T 4
Jedes T 

N 2   
N 3

M 0 
M 0

Stadium IV Jedes T Jedes N M 1a oder M1b

 Tabelle 2: Stadieneinteilung des Bronchialkarzinoms nach UICC (7.Auflage, 2010)

In den Stadien Ia bis IIIa ist eine potentiell kurative chirurgische Resektion des Tu-

mors anzustreben. Ist eine Operation aus funktionellen Gründen nicht möglich, wird 

eine  definitive  Radiotherapie  durchgeführt.  Im  lokal  fortgeschrittenen  Stadium IIIa 

wird  eine  adjuvante  Chemotherapie  nach  Resektion  empfohlen.  Bei  Inoperabilität 

wird eine simultane Radiochemotherapie durchgeführt. In den fortgeschrittenen Stadi-

en IIIb und IV ist in den allermeisten Fällen eine Operation nicht möglich, da techni-

sche oder prognostische Irresektabilität besteht, und es ist in diesen Fällen eine Che-

motherapie indiziert (Goeckenjan et al. 2010).
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1.5.3  Therapie des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms   

Die Therapie des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms erfolgt je nach Stadium der 

Erkrankung durch Operation, Strahlentherapie oder Chemotherapie. Diese verschie-

denen Therapieformen werden einzeln, in Kombination (z.B. simultane Radiochemo-

therapie) , und im Falle der Chemotherapie adjuvant oder neoadjuvant eingesetzt. 

Hierbei ist die vollständige chirurgische Entfernung eines primären Lungenkarzinoms 

in einem frühen Krankheitsstadium die einzige Therapieoption mit der Aussicht auf 

Heilung bei lokal begrenzter Erkrankung. Bis zum Stadium IIIa, also bishin zu einer 

lokal fortgeschrittenen Erkrankung, ist dies grundsätzlich möglich. Nur ein geringer 

Teil der neu diagnostizierten Bronchialkarzinome ist jedoch einer Operation zugäng-

lich: Häufig sind bereits Fernmetastasen sowie nicht resektable mediastinale Lymph-

knotenmetastasen aufgetreten oder es zeigt sich eine Infiltration nicht resezierbarer 

angrenzender Organe und Strukturen. Zudem sind viele Patienten aufgrund kardialer 

Risikofaktoren,  weiterer  Begleiterkrankungen  oder  unzureichender  prognostizierter 

postoperativer Restlungenfunktion funktionell inoperabel. 

Daher werden die meisten Bronchialkarzinome primär chemotherapiert und diese ge-

gebenenfalls mit einer Strahlentherapie kombiniert. Hierbei wird in Studien für eta-

blierte Therapieschemata von medianen Überlebenszeiten von maximal 12-14 Mona-

ten berichtet (Herbst, 2008).

Als Standardchemotherapie hat sich eine Zweierkombination aus einem Alkylans auf 

Platinbasis (Cisplatin oder Carboplatin) und einem Antimetaboliten (Gemcitabine), Mi-

krotubulusinhibitor  (Vinorelbine,  Docetaxel,  Paclitaxel)  oder  Topoisomeraseinhibitor 

(Etoposid) bewährt. 

Die verschiedenen Therapieschemata zeigen alle eine ähnlichen Effektivität mit einer 

medianen Überlebenszeitverlängerung von 8-11 Monaten (Schiller et al. 2002). Diese 

Therapie hat jedoch nur eine palliative Intention mit Ansprechraten von lediglich ca. 

30% und  ist  mit  erheblicher  Toxizität  verbunden.  So treten  häufig  eine  Knochen-

marksdepression mit Leukopenie, Anämie und Thrombozytopenie, Übelkeit und Er-

brechen, Hörminderung, Neuropathien und Nierenschädigungen auf. Speziell bei äl-

teren Patienten in  schlechterem Allgemeinzustand  und  weiteren Erkrankungen ist 

eine solch nebenwirkungsreiche Therapie nicht  durchführbar und es wird lediglich 

eine Monotherapie durchgeführt (Hurria und Kris 2003). 
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Therapiestudien zur kombinierten Behandlung mit mehr als zwei cytotoxischen Sub-

stanzen zeigten keinen signifikanten Überlebensvorteil bei inakzeptablen Nebenwir-

kungsspektren (Niho et al. 2002).   

Die medikamentöse Therapie des Bronchialkarzinoms benötigt daher dringend eine 

Verbesserung durch Etablierung und Entwicklung neuartiger Substanzklassen mit er-

höhter Wirksamkeit bei geringeren Nebenwirkungen.

1.6  Molekular zielgerichtete Therapie 

Aufgrund der geringen Wirksamkeit klassischer Chemotheraupeutika und ihrer erheb-

lichen toxischen Nebenwirkungen bei der Therapie des nicht kleinzelligen Bronchi-

alkarzinoms und anderer Tumoren wurden neue genspezifische Medikamente entwi-

ckelt, um ausschließlich die für das Wachstum maligner Tumoren notwendigen zellu-

lären Signaltransduktionsprozesse zu blockieren und so gezielt die Proliferation von 

Tumorzellen bei geringen systemischen Nebenwirkungen zu inhibieren. Zu diesem 

Zweck werden unter  anderem monoklonale Antikörper  eingesetzt,  die  an Oberflä-

chenmoleküle binden, welche von Tumorzellen vermehrt exprimiert werden und Be-

standteil von für das Tumorwachstum essentiellen zellulären Signalkaskaden sind.  

Die Bindung des Antikörpers verhindert daraufhin die Signalweiterleitung durch Hem-

mung einer  möglichen Ligandenbindung des Rezeptors und seiner  Kinaseaktivität 

oder führt zu einer Tumorzelllyse durch Aktivierung von Mediatorzellen des Immun-

systems.

Ein  erfolgreiches,  klinisch  etabliertes  Beispiel  für  die  zielgerichtete  Therapie  ist 

Trastuzumab (Herceptin®), ein monoklonaler Antikörper gegen den HER2/Neu Re-

zeptor, der bei 20% aller Mammakarzinome bei Vorliegen einer HER2 Genamplifikati-

on wirksam ist.

Die Gabe von Trastuzumab bei Mammakarzinomen mit nachgewiesener Amplifikation 

des HER2 Gens führt zu einer Überlebenszeitverlängerung und Verringerung des Re-

zidivrisikos um bis zu 50% (Romond et al. 2005).

Eine weitere klinisch gebräuchliche Substanz ist ein mit dem Ziel der Angiogenese-

hemmung entwickelter Antikörper gegen VEGF (Bevacizumab, Avastin®), der für die 

Behandlung des nicht kleinzelligen Bronchialkarzinoms und des metastasierten colo-

rektalen Karzinoms zugelassen ist (Sandler et al. 2006). Für diese Erkrankung finden 

desweiteren monoklonale Antikörperpräparate gegen den EGF-Rezeptor (Cetuximab, 
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Panitumumab) Verwendung. Dieser Rezeptor wird von vielen epithelialen Tumoren 

überexprimiert und stellt daher ein attraktives therapeutisches Ziel dar (Salomon et al. 

1995, Yarden 2001).  

Neben  der  Etablierung  therapeutischer  Antikörperpräparate  gegen  von  Tumoren 

überexprimierter Oberflächenantigene wurden Pharmaka entwickelt, die intrazellulär 

an der Zellproliferation beteiligte Moleküle inhibieren. Zu diesen Substanzen gehören 

Tyrosinkinaseinhibitoren wie Imatinib (Gleevec®). Dieses Therapeutikum hemmt die 

Tyrosinkinaseaktivität der durch Translokation entstehenden bcr/abl Kinase und an-

derer Kinasen (KIT, PDGFR) und erzielt sehr gute Ergebnisse bei der Behandlung 

der Philadelphiachromosom positiven chronisch myeloischen Leukämie und gastroin-

testinaler Stromatumoren.

Eine Inhibition der Tyrosinkinaseaktivität von Wachstumsfaktorrezeptoren der EGFR 

Familie ist die bisher am weitesten klinisch etablierte zielgerichtete Therapie des nicht 

kleinzelligen Bronchialkarzinoms und ihre Wirksamkeit wurde in zahlreichen Studien 

untersucht (Sheperd et al. 2005, Miller et al. 2003, Kris et al. 2003, Kim et al. 2003,  

Herbst et al. 2005, Mok et al. 2009).

1.6.1 Tyrosinkinaserezeptoren der HER Familie   

Der EGF Rezeptor gehört zu einer Gruppe von vier strukturverwandten Rezeptortyro-

sinkinaserezeptoren, die als HER oder ErbB bezeichnet werden. Diese Rezeptoren 

spielen eine zentrale Rolle in der Wachstumsregulation epithelialer Zellen, indem sie 

extrazelluläre Wachstumssignale über eine Signalkaskade in den Zellkern weiterlei-

ten, wodurch die Proliferationsaktivität der Zelle verstärkt wird. EGFR/HER1(ErbB1), 

HER2/ErbB2 (bisweilen auch mit dem Zusatz NEU aufgrund des Nachweises in Neu-

roblastomzellen bezeichnet) und HER4/ErbB4 sind Rezeptortyrosinkinasen mit einer 

ligandenbindenden extrazellulären Domäne, einer hydrophoben transmembranen Do-

mäne und einer cytoplasmatischen Domäne mit Tyrosinkinaseaktivität (Mendelsohn 

und Baselga 2000). HER3 verfügt lediglich über eine ligandenbindende Domäne, zeig 

abert keine Tyrosinkinaseaktivität, während  bei HER2 keine Ligandenbindung beob-

achtet wird. Der EGF Rezeptor kann durch Bindung verschiedender extrazellulärer Li-

ganden aktiviert werden. Zu diesen gehören EGF, TGF-α, Amphiregulin, Betacellulin 

und Epiregulin. Durch Ligandenbindung kommt es zur Dimerisierung der cytoplasma-

tischen Kinaseuntereinheiten und zur gegenseitigen Autophosphorylierung. Hierbei ist 
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auch die Bildung verschiedener Heterodimere möglich (z.B. HER2/HER3),wodurch 

eine Vielzahl von Interaktionen zwischen den verschiedenen Rezeptoren möglich ist 

(Tzahar et al. 1996). Diese Möglichkeit der Aktivierung ist insbesondere für HER2 von 

großer Bedeutung, da für diesen sogenannten Orphan-Rezeptor kein Ligand bekannt 

ist und er durch Heterodimerisierung mit anderen Monomeren der HER Familie akti-

viert wird. 

Infolge der Dimerisierung sind die Tyrosinkinasedomänen in der Lage, verschiedene 

Effektorproteine an Tyrosinresten zu phosphorylieren und damit zu aktiveren. 

Der EGF-Rezeptor ist in der Lage, diverse zelluläre Signaltransduktionskaskaden zu 

aktivieren: Hierzu zählen der PI3K/Akt/mTOR Signalweg, der JAK/STAT Signalweg 

und der MAP-Kinase-Weg (siehe Abbildung 8.) Diese Effektormechanismen führen 

zur Aktivitätssteigerung von Genen, die wichtige Funktionen für Angiogenese, Prolife-

ration, Zellüberleben und Zellmotilität besitzen. 

Abbildung 8: Überblick über assoziierte Signalwege der EGF Rezeptor Familie. EGFR und andere  

HER Moleküle aktivieren verschiedene wachstumsinduzierende Signalkaskaden, als wichtigste sind  

hier der PI3K/AKT/mTOR und der MAP-Kinase Signalweg abgebildet. Es ist ersichtlich, dass aufgrund  

ihrer pleiotropen Effekte die EGF Rezeptorfamilie ein zentraler Regulator von Zellproliferation und wei-

teren malignen Charakteristika in Tumoren ist. Daher kann durch eine Inhibiton des EGF Rezeptors  

eine ausgeprägte Abschwächung dieser nachgeschalteten Effektoren erreicht werden. Die zahlreichen  

beteiligten Signalproteine bedingen jedoch auch eine Vielzahl möglicher onkogener Veränderungen  

(Cataldo et al. 2011).
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Aufgrund dieser vielfältigen wachstumsinduzierenden sowie potentiell onkogenen Ef-

fekte der EGFR assoziierten Signalwege und der in vielen epithelialen Tumoren be-

obachteten  verstärkten  Expression  dieses  Rezeptors  und  seiner  Liganden  ist  die 

pharmakologische Inhibiton der Aktivität des EGF Rezeptors eine vielversprechende 

Möglichkeit  eines zielgerichteten Ansatzes in  der  medikamentösen Tumortherapie. 

(Salomon et al.1995, Mendelsohn und Baselga 2000, Normanno et al. 2005, Hynes 

und Lane 2005).     

1.6.2 Anti-EGFR Therapie des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms

Zahlreiche  Studien  haben  die  Expression  von  EGFR  bei  nicht  kleinzelligen  Lun-

genkarzinomen untersucht (Pastorino et al. 1997, Cappuzzo et al. 2005, Dacic et al.  

2006, Pennell et al. 2007 ). Hierbei zeigten sich je nach Nachweismethode und unter-

suchter Kohorte EGFR überexprimierende Tumoren in bis zu 80% aller Fälle. 

Daher erscheint die Inhibition des EGFR-Signalwegs als eine aussichtsreiche Thera-

pieoption des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms. Zu diesem Zweck wurden nie-

dermolekulare Inhibitoren der Tyrosinkinaseaktivität  des EGF Rezeptors entwickelt 

(Erlotinib/Tarceva®, Gefitinib/Iressa®),  die  reversibel  die  ATP-Bindung der  katalyti-

schen Domäne inhibieren und somit die Phosphorylierung nachgeschalteter Mediato-

ren und dadurch eine Signalweiterleitung verhindern. 

Klinische  Studien  bei  nicht  kleinzelligen  Bronchialkarzinomen  mit  diesen  Tyrosin-

kinaseinhibitoren zeigten jedoch zunächst enttäuschende Ergebnisse: Es konnte ent-

weder keiner oder nur ein geringer Überlebensvorteil gegenüber einer konventionel-

len Chemotherapie festgestellt  werden (Giaccone et  al.  2004,  Herbst  et  al.  2005, 

Sheperd et al. 2005). 

Bei einem geringen Teil der Patienten (ca. 10%) konnte jedoch ein deutlicher Thera-

pieerfolg bishin zu zeitweisen Remissionen festgestellt werden. Daher wurde Erlotinib 

als Therapieoption nach Versagen einer Erstlinientherapie zugelassen. Die Nebenwir-

kungen bestehen meist in einem akneartigen Hautauschlag und Diarrhoen, während 

schwere toxische  Wirkungen beim Einsatz dieser Substanzen selten sind (Herbst et 

al. 2005). Bei sensitiven Tumoren verfügen diese neuen Therapeutika somit über eine 

verbesserte Wirksamkeit  bei  weit  weniger ausgeprägten Nebenwirkungen als kon-

ventionelle Cytostatika.
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Aufgrund dieser Erfahrungen wurde eine Etablierung prädiktiver Marker angestrebt, 

um jene Patienten mit einer hohen Aussicht auf ein Ansprechen auf die Therapie zu 

identifizieren. Jedoch erwiesen sich Untersuchungen zur Amplifikation oder Expressi-

on von EGFR zu diesem Zwecke als ungeeignet, da diese keine oder nur eine unzu-

reichende Assoziation mit  einem Ansprechen auf eine Anti-EGFR Therapie zeigen 

konnten (Sequist et al. 2007, Pennell et al. 2007). 

Weitergehende Untersuchungen ergaben in den Tumoren derjenigen Patienten, die 

auf die Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren sensibel reagieren, den Nachweis von 

Mutationen im EGFR-Gen im Bereich der katalytischen Domäne (Lynch et al. 2004, 

Pao et al. 2004, Paez et al. 2004, Takano et al. 2005, Jackman et al. 2006). Am häu-

figsten wurden hierbei eine in-frame Deletion in Exon 19 (Deletion p.E746-A750) und 

eine Punktmutation in Exon 21 (p.L858R) beschrieben.

Es wurde postuliert, dass diese Mutationen eine Stabilisierung der aktiven Struktur 

des EGF Rezeptors  bewirken (Bose und Zhang 2009), wodurch die Aktivität der Si-

gnalweiterleitung des EGFR erheblich gesteigert wird und die Tumorzellen von genau 

diesem Signaltransduktionsschritt in ihrem Wachstum abhängig sind. Eine solche Ab-

hängigkeit  von einem einzigen,  spezifischen Signaltransduktionsprozess stellt  also 

einen geeigneten Angriffspunkt für eine Therapie dar, weil mit der Blockierung eines 

einzigen Moleküls  die Wachstumsdynamik der  gesamten Tumorzelle  unterbrochen 

werden kann (Weinstein 2002). 

Daher führt die Inhibiton dieser mutierten Rezeptortyrosinkinase zu sehr deutlichen 

Tumorregressionen bishin zu zeitweisen Remissionen. Eine weitere Studie zeigte die 

Überlegenheit  der  alleinigen  Anti-EGFR  Therapie  gegenüber  der  konventionellen 

Chemotherapie in selektionierten Patienpopulationen, die häufig Träger von EGFR 

Mutationen sind (Mok et al. 2009). Für diese Gruppe von Patienten ermöglicht die 

Verwendung von Anti-EGFR Medikamenten eine verbesserte Wirksamkeit der Thera-

pie bei weit geringeren Nebenwirkungen als die konventionelle Therapie mit unselek-

tiven Cytostatika.

Trotz dieser zunächst eindrucksvollen Therapieerfolge kommt es auch bei Patienten 

mit EGFR Mutationen nach einiger Zeit zu Rezidiven oder einem erneuten Tumorpro-

gress.
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Diese Entwicklung beruht auf einer Resistenzentwicklung einiger Tumorzellen gegen-

über den Tyrosinkinaseinhibitoren. Hierfür verantwortlich sind am häufigsten sekun-

däre resistenzvermittelnde EGFR Mutationen, die zu einer verstärkten ATP-Bindung 

der katalytischen Domäne führen, so dass die bisher eingesetzten Substanzen nicht 

mehr in der Lage sind, die Signaltransduktion an dieser Stelle ausreichend zu unter-

brechen. Meist liegt hierbei eine T790M Mutation im EGFR Gen vor. Es sind zudem 

weitere EGFR unabhängige resistenzvermittelnde Veränderungen beschrieben (En-

gelman et al. 2007, Guix et al. 2008). Daher sind die bisher verfügbaren Tyrosinkinas-

einhibitoren bei EGFR mutierten Tumoren meist in der Lage, eine deutliche Verlänge-

rung des progressionsfreien Überlebens von durchschnittlich 12 Monaten zu ermögli-

chen (Jackman et al. 2006). Jedoch bedeutet dieser enorme Fortschritt in der medi-

kamentösen Therapie noch keine kurative Perspektive.

Eine therapiesensibilisierende EGFR Mutation findet sich in nur etwa 10% aller nicht 

kleinzelligen Bronchialkarzinome in  Europa und Nordamerika und tritt  mit  höherer 

Frequenz bei Nichtrauchern und bei Vorliegen eines bronchioloalveolären Karzinoms 

sowie  anderer  Subtypen  des  Adenokarzinoms  auf  (Pao  et  al.  2004,  Blons  et  al. 

2006). Patienten aus dem asiatischen Raum sind häufiger Träger einer EGFR Mutati-

on, seltener von KRAS Mutationen betroffen und diese profitieren daher mit einer hö-

herer Wahrscheinlichkeit von einer Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren (Wu et al. 

2008). Die Ursache dieser geographisch unterschiedlichen Häufigkeit von Mutationen 

ist nicht bekannt.

Darüberhinaus  wurden  genetische  Veränderungen  beschrieben,  die  eine  negative 

prädiktive Bedeutung für das Ansprechen auf eine Anti-EGFR Therapie besitzen.

1.6.3  KRAS als prädiktiver Marker   

Untersuchungen von Patienten mit nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom konnten zei-

gen, dass das Auftreten einer Mutation des KRAS Gens in Codon 12,13 oder 61 ein 

Ansprechen auf eine Anti-EGFR Therapie unwahrscheinlich macht (Pao et al. 2005, 

Eberhard et al.  2005) und daher eine KRAS Mutation einen negativen prädiktiven 

Marker  für  die  Therapie  des  Bronchialkarzinoms  mit  EGFR-Inhibitoren  darstellen 

könnte. 

Dies wird auf Ebene der Signaltransduktion dadurch erklärt, dass  p21 durch EGFR 

aktiviert wird und so Proliferation und Wachstumsprozesse auslöst. Wird die Tyrosin-
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kinaseaktivität von EGFR durch Therapeutika gehemmt, so ist folglich p21ras herun-

terreguliert  und  der  MAP-Kinase  Signalweg  gehemmt.  Hierdurch  nehmen  Tumor-

wachstum und Proliferationsrate ab. Kommt es zu einer Punktmutation und damit ein-

hergehenden Strukturveränderung in p21ras die zu seiner konstitutiven Aktivierung 

führt, ist die Signalübertragung durch den EGF Rezeptor nicht mehr notwendig und 

p21ras unabhängig von externen Signalen dauherhaft aktiviert. 

In dieser Situation ist eine Inhibition des EGF Rezeptors ohne Einfluß auf die Signal-

transduktionsaktivität von p21ras. Dies führt zu einer primären Resistenz der mutati-

onstragenden Tumorzellen gegen eine Anti-EGFR Therapie. 

Zudem zeigten Mutationsanalysen von  Bronchialkarzinomen,  dass diese Tumoren 

entweder eine  KRAS oder eine  EGFR Mutation besitzen, jedoch nur höchst selten 

beide Gene mutiert sind (Riely 2009, Suda et al. 2010). Dies wird durch die Redun-

danz der beteiligten Signalwege erklärt, sodass eine Mutation bereits einen ausrei-

chenden Selektions- und Wachstumsvorteil vermittelt. Der Nachweis entweder einer 

EGFR oder  KRAS Mutation schließt daher mit hoher Wahrscheinlichkeit die jeweils 

andere Mutation aus. 

Zusammen mit der Beobachtung, dass EGFR  Mutationen mit fehlender und  KRAS 

Mutationen mit starker Tabakrauchexposition assoziert sind, führt dies zu der Annah-

me, dass diesen Tumoren unterschiedliche Carcinogeneseprozesse zugrunde liegen 

und  somit  unterschiedliche  tumorbiologische  Eigenschaften  vorliegen.  EGFR und 

KRAS Mutationen zeigten in Studien auch stark verschiedene prognostische Assozia-

tionen (Eberhard et al. 2005, Marks et al. 2008). KRAS Mutationen scheinen darüber 

hinaus ein prognostischer Marker für eine geringere Überlebensrate und ein geringe-

res Ansprechen auf Chemotherapie zu sein, während Tumoren mit EGFR Mutationen 

anscheinend klinisch weniger agressiv sind. Ein Teil  des verbesserten Überlebens 

dieser Patienten könnte daher nicht auf der Wirkung von Tyrosinkinaseinhibitoren, 

sondern dem weniger aggressiven Verhalten EGFR mutierter Tumoren beruhen.

Die prädiktive Bedeutung der KRAS Mutation wurde zuvor bereits für die Anti-EGFR 

Therapie des metastasierten colorektalen Karzinoms festgestellt (Lievre et al. 2006, 

Karapetis et al. 2008, Amado et al. 2008). Lediglich Patienten, in deren Tumoren kei-

ne aktivierenden KRAS Mutationen nachgewiesen werden können , profitieren von ei-

ner Therapie mit Cetuximab oder Panitumumab. Die Gabe dieser Substanzen ist da-

her nur nach Nachweis des KRAS Wild-Typs zugelassen.    
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Neben der EGF Rezeptormutation und KRAS Mutation wurden in der Folge weitere 

charakteristische genetische Veränderungen in Bronchialkarzinomen identifiziert, die 

eine  zielgerichete  Therapie  ermöglichen  könnten.  Ein  weiteres  vielverspechendes 

Beispiel hierfür ist die Inhibiton der anaplastischen Lymphomkinase (ALK) bei Tumo-

ren mit nachgewiesener EML4-ALK-Fusion (Solomon et al. 2009, Kwak et al. 2010). 

Auch in diesem Fall zeigt eine zielgerichtete Therapie bei Nachweis dieser Chromo-

somenaberration eine gute Wirksamkeit. Leider sind sowohl die  EGFR Mutation als 

auch die  ALK-Fusion relativ seltene Veränderungen, die nur bei wenigen Patienten 

nachgewiesen werden können. 

Abbildung 9 gibt einen Überblick über die Häufigkeit genetischer Veränderungen des 

pulmonalen Adenokarzinoms, für das bis zum jetzigen Zeitpunkt zahlreiche charakte-

ristische onkogene Veränderungen beschrieben worden sind. Diese stellen potentiel-

le Zielstrukturen neuentwickelter Therapeutika dar.   

Abbildung 9: Häufigkeit genetischer Veränderungen des Adenokarzinoms  
Diese Abbildung zeigt die ungefähre Häufigkeit spezifischer genetischer Veränderungen des pulmona-
len Adenokarzinoms. Für diese Entität sind zahlreiche charakteristische genetische Veränderungen  
entdeckt worden. Hierbei treten diese Alterationen  fast immer isoliert auf. Es findet sich in Adenokarzi-
nomen also jeweils nur eine dieser Aberrationen. Einige dieser Alterationen können bereits therapeu-
tisch gezielt behandelt werden (EGFR Mutation sowie ALK oder ROS1 Fusion). In der Mehrzahl der  
Fälle sind jedoch noch keine spezifischen Mutationen oder andere therapeutisch relevante Genverän-
derungen bekannt (nach Horn et al., aus: Harrison's Principles of Internal Medicine, 18. Auflage, 2011).  

34

Unbekannt BRAF Mutation PDGFR Amplifikation MEK1 Mutation PIK3CA Mutation
EML4-ALK Fusion HER2 Mutation EGFR Mutation KRAS Mutation ROS 1 Fusion

PDF compression, OCR, web optimization using a watermarked evaluation copy of CVISION PDFCompressor

http://www.cvisiontech.com


2  Hypothese und Fragestellung 

Für die Therapie des nicht kleinzelligen Bronchialkarzinoms mit Tyrosinkinase- inhibi-

toren wurde eine zum Vorgehen beim colorektalen Karzinom analoge Verwendung 

des KRAS Mutationsstatus als negativer prädiktiver Marker vorgeschlagen, um Pati-

enten zu identifizieren, die nicht von einer Behandlung mit Anti-EGFR Medikamenten 

profitieren (Pao et al. 2005, Massarelli et al. 2007, Baselga und Rosen 2008).

Trotz zahlreicher Studien ist die prädiktive sowie prognostische Relevanz des KRAS 

Mutationsstatus für eine Anti-EGFR Therapie nicht widerspruchsfrei geklärt, da keine 

eindeutigen Resultate erbracht werden konnten, ob das Vorliegen einer KRAS Mutati-

on einen eindeutig negativen Prädiktor für eine Therapie mit EGFR-Inhibitoren dar-

stellt (Jackman et al. 2009, Roberts et al. 2010, Ferte et al. 2010,Langer 2011). 

Bisher wurde für die molekularpathologische Analyse des KRAS Mutationsstatus die 

ausgeprägte morphologische und genetische Heterogenität von Lungenkarzinomen 

nicht berücksichtigt. 

Grundsätzlich wird bei bisher klinisch etablierten molekularpathologischen Analysen 

von malignen Tumoren wie dem Bronchialkarzinom eine einzelne Gewebeprobe zur 

Gewinnung von Tumor DNA verwendet und diese zur Sequenzierung des relevanten 

Gens verwendet. Das Ergebnis dieser Analyse eines Tumorareals wird als repräsen-

tativ für alle Tumorzellen gewertet und ist dann gegebenenfalls Grundlage einer The-

rapieentscheidung.

Diese Vorgehensweise ist jedoch potentiell fehleranfällig bei Tumoren wie dem Bron-

chialkarzinom, welches morphologisch und genetisch sehr häufig eine starke Hetero-

genität zeigt (Hirsch et al. 1983, Roggli et al. 1985, Carey et al. 1990, Dunnill und 

Gatter 1986).

Bis zu 50% aller Tumoren zeigen zwei verschiedene histologische Differenzierungen, 

so dass in diesen Fällen auch heterogene genetische Aberrationen vorliegen können. 

In derartig heterogenen Karzinomen existieren verschiedene klonale Zellpopulatio-

nen, die sich während des Tumorwachstums herausgebildet haben. Die Entstehung 

verschiedenartiger Zellklone könnte mit unterschiedlichen genetischen Veränderun-

gen der jeweiligen Tumoranteile einhergehen. 

Im Zuge des Tumorwachstums sind Subklone eines Tumors in der Lage, weitere ge-

netische Veränderungen zu erwerben, die einen zusätzlichen Selektions- und Wachs-

tumsvorteil vermitteln können (Schilsky 1987).
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Durch diese klonale Evolution entstehen verschiedene Tumorzellpopulationen mit un-

terschiedlichen genetischen Eigenschaften. (Nowell 1976, Heppner 1984, Tsao et al. 

1999.). 

Aufgrund dieser Überlegungen ist es denkbar, dass in Bronchialkarzinomen sowohl 

Areale mit Wild-Typ als auch solche mit mutierten Allelen eines Onkogens wie KRAS 

existieren. Diese Heterogenität würde die widersprüchlichen Resultate von Studien 

zur  prädiktiven  sowie  prognostischen  Relevanz  von KRAS bei  nicht  kleinzelligen 

Bronchialkarzinomen zum Teil erklären können. Eine heterogene intratumorale Vertei-

lung von KRAS Mutationen würde zudem die Möglichkeit einer zukünftigen gezielten 

Inhibiton von p21ras und seiner Effektorproteine deutlich einschränken, da eine spe-

zifische  Therapie nicht alle Tumorzellen erfassen könnte. 

Taniguchi und Mitarbeiter sowie Sakurada et al. (2008) und Jiang et al. (2008) postu-

lierten, dass EGFR Mutationen bei nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomen heterogen 

verteilt sein können. Homogen mutierte Tumoren prädestinierten nach Verlaufsdaten 

von Taniguchi et al. (2008) hierbei für eine längere Zeit bis zur Progression der Er -

krankung und längere Überlebenszeit unter Anti-EGFR Therapie als heterogene Tu-

moren, da im Fall der homogenen Verteilung alle Tumorzellen die Zielstruktur dieser 

Therapie exprimieren. 

Analog zu diesen Beobachtungen würden auch heterogen KRAS mutierte Tumoren 

andere diagnostische und therapeutische Maßnahmen erfordern als homogen mutier-

te Tumoren. Neuere Untersuchungen von Yatabe und Mitarbeitern (2011) legen je-

doch  nahe,  dass  die  vorgenannten  Studien  aufgrund  einer  Pseudoheterogenität 

durch  mutationsallel  spezifische  Imbalance  die  Häufigkeit  der  Heterogenität  von 

EGFR Mutationen deutlich überschätzt haben könnten. Hierbei kommt es in  EGFR 

mutierten Tumoren zu einer selektiven Amplifikation des mutierten Allels in einigen 

Tumorarealen. In Gewebeanteilen ohne diese Amplifikation kann daher möglicherwei-

se eine falsch negative Mutationsanalyse erfolgen, wenn das mutierte Allel in zu ge-

ringer Konzentration bei der Analyse vorliegt. Hieraus resultiert dann eine Pseudohe-

terogenität (Yatabe et al. 2011)

Diese Betrachtungen zeigen, dass eine Studie zur Prävalenz intratumoraler Hetero-

genität einer genetischen Veränderung hochsensitive und präzise Methoden einset-
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zen muss, um eine Pseudoheterogenität zu erkennen und valide Resultate zu errei-

chen.

Ziel dieser Dissertation und der mit ihr verbundenen Studie war es zu untersuchen, 

ob primäre Bronchialkarzinome eine intratumorale Heterogenität von KRAS Mutatio-

nen aufweisen und ob eine Heterogenität zwischen Primärtumoren und Lymphkno-

tenmetastasen nachweisbar ist . Die Existenz solcher heterogen mutierter Tumoren 

hätte eine hohe Relevanz für die Diagnostik und Therapie des Bronchialkarzinoms 

mit Hilfe prädiktiver Marker wie  KRAS. Es bestünde bei Weiterverwendung der mo-

mentan etablierten Methodik die Gefahr der Fehldiagnose und Vorenthaltung einer 

potentiell wirksamen Therapie in heterogenen Fällen, die fälschlicherweise als homo-

gen mutiert betrachtet werden.

Eine unerkannte Heterogenität  der  KRAS Mutation in Bronchialkarzinomen könnte 

zudem die zuvor beschriebenen widersprüchlichen Studienergebnisse zum prädikti-

ven und prognostischen Wert der KRAS Mutation teilweise erklären.

Der Nachweis einer heterogenen Mutationsverteilung würde somit eine neue diagno-

stische Vorgehensweise bei der Analyse genetischer Parameter des Bronchialkarzi-

noms  notwendig machen. Zur Validierung der Ergebnisse ist eine Methodik notwen-

dig, die in der Lage ist, falsch positive oder falsch negative Mutationsresultate auszu-

schließen.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 40 primäre nicht kleinzellige Bronchialkarzinome in 

jeweils mehreren verschiedenen Gewebearealen auf das Vorhandensein von KRAS 

Mutationen untersucht. Wenn zudem Lymphknotenmetastasen zur Verfügung stan-

den, erfolgte zusätzlich ein Vergleich des Mutationsstatus zwischen Primärtumoren 

und Lymphknotenmetastasen.

Zu diesem Zweck wurden histologische Schnittpräparate und Paraffinblöcke von ins-

gesamt 380 verfügbaren Tumoren aus den Archiven des Instituts für Pathologie her-

ausgesucht und eine Tumordatenbank erstellt.  Die Erstellung dieser Datenbank er-

folgte in Zusammenarbeit mit Herrn cand. med. Tobias Hoenig. 

Die  jeweiligen Befunde der  makroskopischen und mikroskopischen pathologischen 

Untersuchung  und relevante klinische und histopathologische Daten wurden aus der 

elektronischen Datenbank des Institutes für Pathologie  erfasst. Hierzu gehörten die 

histologische Diagnose, das TNM Stadium, das histologische Grading und Angaben 

zur Anzahl verfügbarer Tumorblöcke sowie Lymphknotenpräparate. 

Tumoren, die nicht sicher als primäre Lungenkarzinome klassifiziert werden konnten, 

wurden nicht erfasst, um eine Verfälschung der Resultate durch Metastasen anderer 

Tumorentitäten zu vermeiden. 

Um eine mögliche Heterogenität nachzuweisen, wurden pro Tumor mindestens vier 

verschiedene Blockpräparate analysiert. 

Pro Gewebeblock wurde jeweils ein Stanzzylinder zur DNA Isolierung und Mutations-

analyse verwendet. Bei 161 der in der Datenbank erfassten Tumoren waren vier oder 

mehr verschiedene Blockpräparate verfügbar.  Aus diesen für die Studie geeigneten 

Fällen  wurden  20  Adenokarzinome,10  großzellige  Karzinome  und  10  Plattenepi-

thelkarzinome für eine Mutationsanalyse ausgewählt. Die Selektion erfolgte unabhän-

gig von Faktoren wie Tumorstaging,  Grading oder  bereits  bekanntem KRAS oder 

EGFR Mutationsstatus. Wenn möglich wurden Fälle neueren Datums verwendet, da 

formalinfixiertes, paraffineingebettes Gewebe mit längerer Verweildauer eine stärkere 

DNA Fragmentierung aufweist und hierdurch eine DNA Sequenzierung erschweren 

kann.  
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 ''  Nr. Histologie Grading TNM-Stadium

1 Adenokarzinom 2 pT1pN2M0

2 Adenokarzinom 3 pT2pN1M0

3 Adenokarzinom 2 pT3pN2M0

4 Adenokarzinom 3 pT2pNM0

5 Adenokarzinom 3 pT2pN1M0

6 Adenokarzinom 2 pT2pN2M0

7 Adenokarzinom 3 pT2pN2M0

8 Adenokarzinom 2 pT2pN2M0

9 Adenokarzinom 3 pT2pN1M0

10 Adenokarzinom 3 pT2pN2M0

11 Adenokarzinom 2 pT2pN2M0

12 Adenokarzinom 3 pT2pN2M0

13 Adenokarzinom 3 pT2pN1M0

14 Adenokarzinom 2 pT2pN2M0

15 Adenokarzinom 2 pT2pN2M0

16 Adenokarzinom 2 pT1pN0M0

17 Adenokarzinom 1 pT1pN1M0

18 Adenokarzinom 2 pT4pN0M0

19 Adenokarzinom 3 pT2pN1M0

20 Adenokarzinom 3 pT2pN3M0

21 Großzelliges Karzinom 4 pT2pN0M0

22 Großzelliges Karzinom 4 pT2pN2M0

23 Großzelliges Karzinom 4 pT2pN0M0

24 Großzelliges Karzinom 4 pT2pN0M0

25 Großzelliges Karzinom 4 pT1pN2M0

26 Großzelliges Karzinom 4 pT2pN0M0

27 Großzelliges Karzinom 4 pT2pN1M0

28 Großzelliges Karzinom 4 pT2pN1M0

29 Großzelliges Karzinom 4 pT2pN2M0

30 Großzelliges Karzinom 4 pT2pN1M0

31 Plattenepithelkarzinom 3 pT2pN1M0

32 Plattenepithelkarzinom 2 pT2pN1M0

33 Plattenepithelkarzinom 3 pT3pN1M0

34 Plattenepithelkarzinom 2 pT2pN1M0

35 Plattenepithelkarzinom 3 pT1pN1M0

36 Plattenepithelkarzinom 3 pT4pN2M0

37 Plattenepithelkarzinom 2 pT2pN0M0

38 Plattenepithelkarzinom 3 pT1pN0M0

39 Plattenepithelkarzinom 3 pT4pN1M0

40 Plattenepithelkarzinom 2 pT4pN1M0

             Tabelle 3: Klinisch-pathologische Daten der untersuchten Karzinome
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Bei allen 40 Fällen wurden zunächst vier verschiedene Tumorblöcke auf die zuvor be-

schriebene Weise analysiert. Bei Verfügbarkeit von Lymphknotenmetastasen wurde 

neben  mehreren  Blöcken  des  Primärtumors  auch  Gewebe  aus  metastatischen 

Lymphknoten untersucht. Dies war bei 18 Tumoren möglich. Als mutiert wurde ein Tu-

mor gewertet, wenn in mindestens einem der untersuchten Blöcke eine mutierte Se-

quenz im KRAS Gen nachgewiesen werden konnte. 

Bei allen mutationstragenden Tumoren wurden, wenn verfügbar, weitere zusätzliche 

Paraffinblöcke untersucht. Hierbei wurden bis zu vier zusätzliche Tumorstanzen ana-

lysiert. Dies erfolgte, um eventuell weitere heterogene Areale zu entdecken oder um 

zu zeigen,  dass Tumoren auch in vielen verschiedenen Gewebsarealen homogen 

mutiert sein können.  

Diskrepante Resultate der Mutationsanalye wurden dann durch Analyse nach Anrei-

cherung des Tumorgewebes durch lasergestützte Mikrodissektion sowie mit Hilfe ei-

ner hochsensitiven, mutationsspezifischen Real-Time-PCR erneut überprüft, um die 

Resultate zu verifizieren und eine mögliche Pseudoheterogenität auszuschließen.

3.2  Gewebeentnahme  

Zur Probengewinnung wurde aus jedem der ausgewählten Tumorblöcke eine Gewe-

bestanze mit einem Durchmesser von 0,6mm entnommen und in einem 2mL Eppen-

dorf  Tube aufgefangen. Hierzu wurde ein halb automatischer Tissue-Micro-Arrayer 

verwendet (Abbildung 10). Zur Lokalisation des Tumorgewebes auf den Paraffinblö-

cken (Abbildung 11) wurde das zugehörige histologische Schnittpräparat als Schablo-

ne verwendet, auf dem das Tumorgewebe durch einen Pathologen zuvor markiert 

worden war. 

Abbildung 12 zeigt exemplarisch ein histologisches Bild eines solchen gestanzten Tu-

morareals. Aus den Stanzzylindern erfolgte dann nach Entparaffinierung die DNA Ex-

traktion und mit dieser wurde die Sequenzierung von KRAS Exon 2 durchgeführt.   
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Abbildung 10: Halbautomatischer Tissue Microarrayer mit Tumorblock unter einer 0,6mm Stanznadel

Abbildung 11: Tumorblock nach mehreren Stanzbiopsien. Das Tumorgewebe ist als unscharf be-

grenztes, weißliches Areal bereits makroskopisch abgrenzbar.

Abbildung 12: Histologisches Bild eines Adenokarzinoms der Lunge nach Entnahme einer 0,6mm  

Gewebsstanze.
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3.3 DNA Extraktion 
Vor Isolation der DNA aus formalinfixiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe ist ein 

Verfahren zur Entparaffinierung und die Zugabe eines Gewebelysators sowie einer 

Endopeptidase (Proteinase K) notwendig. Diese Peptidase spaltet zelluläre Proteine 

und inaktiviert DNasen. Dies verbessert die Ausbeute der DNA Extraktion.     

 

     Laborprotokoll Entparaffinierung     

• Stanzen mit 100µL Xylol bedecken

• 5 Minuten stehen lassen 

• Zentrifugation bei 13.200U/min für 5 Minuten 

• Überstand abziehen

• Prozedur wiederholen 

• 100µL Ethanol hinzugeben  

• Zentrifugation bei 13.200 U/min für 10 Minuten 

• Überstand abziehen 

• Prozedur wiederholen 

• Trocknen bei 70°C für 10 Minuten im Heizblock 

• Hinzugabe von 40µL ATL-Pufferlösung (Qiagen, Hilden) zur Lysierung des Ge-

webes  und 10µL Proteinase K (Qiagen,Hilden) 

• Aufmischen des Pellets mit der Pipettenspitze 

• Verdau über Nacht im Wasserbad bei 56°C

   

Aus diesen so behandelten Proben wurde dann DNA mit dem QIAamp DNA Micro Kit 

(Qiagen, Hilden) extrahiert. Das Extraktionsverfahren beruht auf einer Trennung der 

DNA von den übrigen Gewebesbestandteilen durch Zentrifugation in einer Säule, wel-

che eine Silicatmembran enthält, an die DNA Moleküle spezifisch binden. Da sehr ge-

ringe Mengen Gewebe eingesetzt wurden, wurde Carrier RNA (cRNA) zur Verbesse-

rung der Ausbeute verwendet. Der Einsatz von cRNA führt zur stärkeren Bindung der 

DNA an die Membran und verbessert so die Ausbeute des Extraktonsprozesses er-

heblich.
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Laborprotokoll für die DNA Extraktion mit dem QIAamp DNA Micro Kit 

• Proben 1 Minute bei 13.200 U/min zentrifugieren

• Pellet mit 5µL Proteinase K aufmischen 

• 1h bei 56°C verdauen

• 1 Minute bei 13.200 U/min zentrifugieren 

• 50µL AL+1µL cRNA dazugeben 

• kurz vortexen (15x pulsvortexen)

• 50µL Ethanol dazugeben 

• kurz vortexen und 5 Minuten bei Raumtemparatur inkubieren

• Probe auf die Säule geben 

• Säule 1 Minute bei 8.000 U/min zentrifugieren

• Säule in neues Tube stellen, 500µL Puffer AW1 dazugeben, zentrifugieren bei  

8.000U/min für 1 Minute

• Säule  in  neues  Tube  stellen,  500µL  AW2  dazugeben,  zentrifugieren  bei 

8.000U/min für 1 Minute

• Säule in 1,5mL Eppendorf Tube mit abgeschnittenem Deckel stellen und 3 Mi-

nuten bei 13.200 U/min trocken zentrifugieren 

• Säule in Elutionseppendorftube stellen, 20µL Wasser dazugeben

• 5min  bei  Raumtemparatur  inkubieren  lassen,  anschließend  1  Minute  bei 

13.200U/min zentrifugieren  

Anschließend wurde die DNA Menge und Reinheit mit dem Nanodrop Photometer 

(Peqlab) gemessen. Als Maß der Reinheit der DNA wird die Absorption der Lösung 

bei 260nm und 280nm photometrisch gemessen. 

Reine DNA hat ein Absorptionsverhältnis 260nm/280nm im Bereich von 1,8-2.

Die durch diesen Extraktionsprozeß gewonnene Tumor DNA wurde dann für die Ana-

lyse des KRAS Mutationsstatus verwendet.

3.4 PCR 

98% aller onkogenen Punktmutationen von KRAS in Lungenkarzinomen finden sich 

in den Codons 12 und 13 des  KRAS Exons 2 (COSMIC Database, Forbes et al. 

2006). Es sind auch Mutationen in Exon 3, Codon 61 beschrieben. Diese sind jedoch 
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sehr selten (Rodenhuis und Slebos 1992). Daher wurde aus praktischen Erwägungen 

nur Exon 2 des KRAS Gens sequenziert.

Zur Sequenzierung eines Gens ist zunächst dessen Vervielfältigung durch die Poly-

merase-Kettenreaktion notwendig. Hierbei wird durch eine hitzestabile DNA Polyme-

rase unter Zugabe der notwendigen Nukleotidbausteine und geeigneter Primer spezi-

fisch ein durch die Primersequenzen definierter DNA Abschnitt exponentiell vervielfäl-

tigt. Diese Amplifikate sind dann einer Detektion durch ein Elektrophoreseverfahren 

zugänglich.

Primersequenzen der PCR für KRAS Exon 2: 

forward:  5´-GCCTGCTGAAAATGACTGAA-3´ 

reverse:  5'-AGAATGGTCCTGCACCAGTAA-3'    

Es wurde die hitzestabile DNA-Polymerase AmpliTaqGold® (Applied Biosystems) ver-

wendet. 

Für die PCR wurde ein Ansatzvolumen von 25µL mit 100 ng genomischer Tumor-D-

NA (Konzentration:50 ng/µL) verwendet. Ein Ansatz enthielt:   

• 2 µL Template DNA

• 3 µL Pufferlösung 

• 2 µL dNTPs 

• 1 µL Primer 

• 0,3 µL DNA Polymerase AmpliTaqGold   

• 17,7 µL H2O 

Nach Ansatz der PCR wurden 34 Zyklen mit folgenden Schritten in einem Mastercy-

cler (Eppendorf) durchgeführt: 

• Denaturierung: 95°C für 20 Sekunden 

• Primer Annealing: 58°C für 20 Sekunden 

• Elongation: 72°C für 40 Sekunden  
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Nachweis der PCR Produkte      

Zum Nachweis der erfolgreichen Amplifikation des KRAS Exons 2 wurde eine Kapilla-

relektropherese mit  dem QIAxcel  Elektrophoresesystem (Qiagen,  Hilden) durchge-

führt. 

Durch Anlegen einer  elektrischen Spannung wandern die  Nukleotidfragmente ent-

sprechend ihrer Größe durch das elektrische Feld und sind dadurch charakterisierbar. 

Die hier verwendete Elektrophoresemethode ermöglicht die automatisierte Auswer-

tung mit Bestimmung der Größe der Amplifikate. Ein Beispiel für die Auswertung ei-

nes solchen Nachweises ist in Abbildung 13 dargestellt.  

                  A       B       C       D      E       F       G      H        I        J       K       L

Abbildung 13: Ausdruck der computergestützten Auswertung einer PCR mittels Kapillarelektropho-

rese. Die Laufbahnen A-L repräsentieren die Elektropherese je einer Probe. Deutliche Banden bei ca.  

280bp zeigen eine erfolgreiche Amplifikation von KRAS Exon 2.  Die Banden bei 0 und 1000bp resul-

tieren aus der Verwendung eines Laufmarkers zur Erzeugung von Referenzbanden.

Nach dem erfolgreichem Amplifikationsnachweis wurden die PCR Produkte für eine 

möglichst präzise Sequenzierung von störenden dNTPs und Primern durch die Be-

handlung mit der ExoSAP Reagenz (USB Products, High Wycombe, UK) befreit. Dies 

ist ein Enzymgemisch aus Exonuclease 1 und Shrimp Alkaline Phosphatase, welches 

einzelsträngige Nukleotide spaltet.  Hierzu wurden 5µL des PCR Ansatzes mit  2µL 

ExoSAP Reagenz in einem Thermocycler bei 37°C für 15 Minuten behandelt. Danach 

sorgte eine Inkubation bei 80°C für 15 Minuten für die Inaktivierung der ExoSAP Rea-
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genz. Die so behandelten Ansätze wurden dann mit der DNA Sequenzierungsmetho-

de nach Sanger analysiert. 

3.5 Sequenzierung von KRAS Exon 2

Die Sequenzierung eines DNA Abschnitts nach Sanger beruht auf dem partiellen Ein-

bau von markierten Didesoxynukleotiden (ddNTPs) in die neusynthetisierten Amplifi-

kate der gesuchten Sequenz. Die ddNTPS besitzen keine freie 3' Hydroxyl-Gruppe 

und ihr Einbau in ein Nukleotid führt daher zum vorzeitigen Kettenabbruch. Es ent-

steht ein Gemisch von Nukleotiden verschiedener Länge, deren letztes eingebautes 

Nukleotid jeweils detektiert werden werden kann (Sanger et al. 1977) . Die laseropti-

sche Detektion fluoreszenzmarkierter  Nukleotide und die  Bestimmung ihrer  Länge 

mittels Kapillarelektrophorese erlaubt dann die Ermittlung und Darstellung der DNA 

Sequenz (Smith et al. 1986).   

Analog zur PCR wird auch bei diesem Verfahren eine DNA Amplifikation durchge-

führt, in diesem Fall jedoch nur linear mit einem Sequenzierprimer. Ein Sequenzieran-

satz enthielt folgende Bestandteile:

• 7 µL ExoSAP behandeltes PCR Produkt 

• 1 µL Sequenzierprimer   5'-AGAATGGTCCTGCACCAGTAA-3'

• 2 µL Big Dye (Big Dye Terminator cycle sequencing Kit Version 1.1 Applied 

Biosystems)

• 6 µL Sequenzierpuffer 

• 4 µL H2O  

Die Sequenzierreaktion wurde in einem Mastercycler 35 Zyklen lang durchgeführt.  

Ein Zyklus beinhaltete folgende Schritte: 

• 95°C für 10 Minuten

• 95°C für 10 Sekunden 

• 55°C für 10 Sekunden 

• 60°C für 2 Minuten

46

PDF compression, OCR, web optimization using a watermarked evaluation copy of CVISION PDFCompressor

http://www.cvisiontech.com


 DNA Fällung 
Die markierte DNA musste nun für die Detektion vorbereitet werden. Hierzu wurde sie 

mit Ethanol gefällt. Durch dieses Vorgehen gelingt eine Konzentrierung der 

DNA durch Trennung von Oligonukleotiden und Proteinen.

     Laborprotokoll für die DNA Fällung  

• Ansatz in 2mL Eppendorf Tube:

• 20µL Sequenzierreaktion 

• 17 µL Natriumacetat 

• 170 µL H2O

• 500µL Ethanol

• Vortexen und schwenken 

• Zentrifugation bei 4°C für 20 Minuten bei 14.000 U/min  

• Sorgfältiges Absaugen ohne Entfernung des DNA Pellets

Die so vorbereiteten Proben konnten dann nach Versetzung mit Formamid mittels ei-

nes Sequenziergeräts (Genetic Analyzer 3100, Applied Biosystems) ausgewertet wer-

den.  

Dieses Sequenziergerät detektiert mittels Kapillarelektrophorese die Länge der durch 

die Sequenzierreaktion erzeugten Nukleotide und erkennt durch Laserabtastung den 

Farbstoff des jeweils eingebauten Didesoxynukleotids. 

Mithilfe einer computergestützten Analysesoftware ist so ein Ausdruck der automa-

tisch ermittelten DNA Sequenz möglich. Ein Beispiel hierfür ist in Abbildung 8 darge-

stellt. Die so erhaltenen Sequenzen wurden daraufhin durch Abgleich mit 

Referenzsequenzen  ausgewertet.  Bei  nicht  eindeutig  mutierten  oder  durch  DNA 

Überladung nicht auswertbaren Sequenzen wurde das Sequenzierverfahren wieder-

holt. Wenn dies kein eindeutiges Resultat ergab, wurde erst die PCR und dann die  

Sequenzierreaktion nochmals durchgeführt.  
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Abbildung 14: Beispiel einer Sequenzanalyse von KRAS Exon 2. Abgebildet ist eine Wildtypse-

quenz. Jedes Farbsignal ist einem Nukleotid zugeordnet, die Sequenz ist somit eindeutig auswertbar.  

Aufgrund der reversen Sequenzierung ist die Sequenz von rechts nach links zu lesen und es sind die  

komplementären  Basen der  Originalsequenz ermittelt  worden.  So ist  die  Sequenz von  Codon 12  

(GGT) hier (Position 103-100) CCA. 

Im Falle einer Basensubstitution in Codon 12 oder 13 wurde dann überprüft, welche 

Aminosäure durch das neu entstandene Basentriplett kodiert  wird. Im allgemeinen 

sind Mutationen des  KRAS Gens in Bronchialkarzinomen stets Misssense Mutatio-

nen, es findet also durch jede Punktmutation eine Veränderung der kodierten Amino-

säure statt. Im Wildtyp des  KRAS Gens kodieren Codon 12 (GGT) und Codon 13 

(GGC) jeweils die Aminosäure Glycin. 

 3.6 Validierungsstudie   

Bei heterogenen Resultaten wurde eine erneute Untersuchung zur Bestätigung der 

Resultate und zum Ausschluß von falsch positiven oder falsch negativen Mutationser-

gebnissen durchgeführt. Falsch positiveErgebnisse können durch eine Kontamination 

mit DNA aus einer anderen Probe oder eine fehlerhafte Replikation durch die DNA 

Polymerase bedingt sein. Bei einer zu geringen Menge eingesetzter DNA sind eben-

falls artifizielle Basensubstitutionen beschrieben (Franklin et al. 2010).

Die Sequenzierung nach Sanger  besitzt  nur  eine relativ geringe Sensitivität.  Der 

falsch negative, irrtürmliche Nachweis einer Wildtyp Sequenz bei tatsächlich vorlie-

gender Mutation durch eine unzureichende Menge an Tumor DNA in Folge einer Kon-

tamination mit nicht malignen Zellen ist deshalb bei den hier untersuchten Tumoren 

eine potentielle Fehlerquelle.

Onkogene Mutationen wie die KRAS Mutation besitzen einen dominanten Effekt. Da-

her ist ein mutiertes Allel hinreichend für einen onkogenen Effekt auf das Proliferati-
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onsverhalten und die nachgewiesenen Mutationen sind im Allgemeinen somit stets 

heterozygot. In einem homogen mutierten Tumor finden sich also 50% mutierte Allele. 

Die hier verwendete Sequenziermethode ist ab einer Menge mutierten Allels von ca. 

20% sensitiv. Bei heterozygoten Mutationen ist somit ein Tumorzellanteil von wenigs-

tens 40% zum Nachweis notwendig. Diese Menge ist bei bestimmten Tumoren durch 

Gewebegewinnung mit einer Stanzbiopsie oder ähnlichen Verfahren wie der Makro-

dissektion nicht mit Sicherheit gewährleistet. 

Problematisch ist vor allem die Untersuchung von diffus wachsenden Tumoren, da in 

diesen Fällen  durch  eine  Gewebsstanze ein  ausreichender  Anteil  an  Tumorzellen 

nicht  immer  erreichbar  ist.  Abbildung  15  zeigt  ein  derartiges  Beispiel.  Ebenfalls 

schwierig zu untersuchen sind Tumoren, die große Areale fibrotischen oder nekroti -

schen Gewebes enthalten. 

Desweiteren sind Karzinome mit ausgedehnten leukozytären Infiltraten häufig anzu-

treffen,  bei  deren Untersuchung ebenfalls eine Verfälschung der Mutationsanalyse 

durch einen zu hohen Anteil an nicht malignen Zellen zu bedenken ist.  

Abbildung 15: Histologie eines diffus wachsenden Bronchialkarzinoms. Vereinzelte Anteile eines  

Plattenepithelkarzinoms mit  leukozytären Infiltraten,  nekrotischen Arealen sowie ausgedehntem Tu-

morstroma nach erfolgter Stanzbiopsie.     
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3.6.1  Lasergestützte Mikrodissektion  
Aus diesen Gründen wurde für die Validierung der Resultate in allen potentiell hetero-

genen Tumorarealen eine DNA Extraktion und erneute Sequenzierung nach laserge-

stützter mikroskopischer Mikrodissektion durchgeführt. Hierzu wurde ein PALM Micro 

Beam Laser System (Zeiss Microimaging) verwendet. Dieses Verfahren ermöglicht 

eine mikroskopische Selektion und Isolierung von Tumorzellen aufgrund ihrer mor-

phologischen  Charakteristika  und  muss  daher  von  einem  erfahrenen  Pathologen 

durchgeführt werden (Fend und Raffeld 2000). Hierdurch ist eine ausreichend hohe 

Tumorzellkonzentration auch bei schwierig zu untersuchenden Fällen erreichbar. Die 

Mikrodissektion  wurde  von  Herrn  Dr.  Dr.  Tobias  Grob  und  Herrn  Dr.  Till  Clauditz 

durchgeführt.   

Die lasergestützte Mikrodissektion beruht auf dem Heraustrennen der gewünschten 

Gewebebestandteile aus einem speziell angefertigten, nicht eingedeckelten Schnitt-

präparat  durch  ein  Lasersystem unter  mikroskopischer  Kontrolle.  Die  am Monitor 

markierten Zellen werden durch einen Laserimpuls aus dem Gewebe herausgelöst 

und direkt in ein Auffanggefäß befördert. Auf diese Weise ist eine Anreicherung von 

Tumorzellen mit minimaler Beimengung von nicht malignen Zellen möglich. 

Aus den so isolierten Zellen wurde nach folgender Arbeitsanweisung DNA mittels des 

QIamp DNA Laser Micro Kits (Qiagen, Hilden) extrahiert:

  Laborprotokoll: DNA Extraktion mit dem QIAamp DNA Laser Micro Kit  

• Deckel des Auffangtubes entfernen

• 15 µL ATL auf den Deckel geben

• 15µL ATL und Zellen  in ein 0,2 mL Tube geben 

• 10µL Proteinase K dazugeben, mit Pipettenspitze aufmischen, mit Parafilm ab-

decken. Verdau bei 56°C über Nacht.

• 25µL ATL in die Probe geben 

• 50µL AL+1µL cRNA dazugeben, 15x pulsvortexen

• 50µL Ethanol dazugeben,15x pulsvortexen

• 5min bei RT inkubieren, 5 Sekunden zentrifugieren 

• Probe auf die Säule geben

• Säule 1min bei 8000 U/min zentrifugieren
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• Säule in neues Tube stellen, 500µL Puffer AW1 dazugeben, zentrifugieren bei  

8.000 U/min für 1 Minute

• Säule in neues Tube stellen, 500µL AW2 dazugeben, zentrifugieren bei 8.000 

U/min für 1 Minute 

• Säule in 1,5 mL Eppendorf Tube mit abgeschnittenem Deckel stellen und 3min 

bei 13.200 U/min trocken zentrifugieren 

• Säule in Elutionstube stellen, 20µL Wasser dazugeben

• 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen, anschließend 1 Minute bei 

13.200 U/min zentrifugieren 

• Anschließend DNA Konzentration und Reinheit am Nanodrop (Peqlab) mes-

sen.     

Durch dieses Verfahren war die Isolation von DNA aus mikrodissektierten Proben mit 

einem Tumorzellanteil von mindestens 90% möglich. Mit dieser wurde dann mit den 

bereits beschriebenen Methoden eine Sequenzanalyse durchgeführt.   

Bei einem abweichenden Ergebnis der erneuten Analyse durch dieses Bestätigungs-

verfahren vom ursprünglichen Resultat der ersten Sequenzierung  wurde das Ergeb-

nis der ersten Sequenzierung auf Grundlage der Stanzbiopsie als falsch positiv oder 

falsch negativ gewertet.   

3.6.2 Real-Time-PCR
Als ein zweites Verfahren zur Validierung der Mutationsanalyse wurde eine mutati-

onsspezifische Real-Time-PCR benutzt. Hierzu wurde das TheraScreen KRAS Kit ® 

(DxS Diagnostics, Manchester) verwendet. Diese Methode erlaubt den hoch sensiti-

ven Nachweis von KRAS Mutationen bis hin zu einer Konzentration mutierten Allels 

von lediglich 1%. Mittels dieses weiteren Bestätigungstests konnten so falsch negati-

ve Resultate ausgeschlossen werden, da so auch bereits sehr geringe Anteile mutier-

ter Tumorzellen messbar sind. Diskrepante Resultate nach der Analyse durch direkte 

Sequenzierung wurden erneut mittels TheraScreen Kit untersucht.  

Zudem  wurde  in  allen  40  Tumoren  jeweils  mindestens  ein  Gewebeareal  mittels 

TheraScreen untersucht, um die Resultate der direkten Sequenzierung zu bestätigen 

und im Falle eines Wildtyp Resultats in der direkten Sequenzierung einen geringen 

Anteil mutationspositiver Tumorzellen nachweisen zu können.  
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Für die Mutationsanalyse mit dieser Methodik wurde die aus den Stanzbiopsien ge-

wonnene DNA verwendet. 

Aufbau des TheraScreen KRAS Kits: 
Das TheraScreen KRAS Kit ist ein kommerziell vertriebenes System zur KRAS Muta-

tionsanalyse, welches das ARMS System zur Amplifikation verwendet (Newton et al.,  

1989). 

Dieses System beruht auf einer mutationsspezifischen Real-Time PCR, bei welcher 

lediglich mutierte Allele des  KRAS Gens selektiv amplifiziert werden. Hierdurch ist 

eine Detektion von sehr geringen Mengen mutierten Allels bishin zu einem Anteil von 

lediglich 1% möglich. Durch die Mutationsspezifität der Genamplifikation ist eine Se-

quenzierung des Gens nicht notwendig.  

Das TheraScreen System ist in der Lage, sieben verschiedene KRAS Mutationen in 

den Codons 12 und 13 zu detektieren.  

Mutation Basensubstitution

G12A GGT˃GCT

G12D GGT˃GAT

G12R GGT˃CGT

G12C GGT˃TGT

G12S GGT˃AGT

G12V GGT˃GTT

G13D GGC G˃ AC

  Tabelle 4: Detektierte Mutationen durch das TheraScreen Kit

Die Detektion erfolgt durch sogenannte Scorpions. Diese bifunktionellen Moleküle be-

stehen aus einem PCR Primer, welcher kovalent mit einer Fluoreszenzsonde verbun-

den ist (Thelwell et al. 2000).

Bindet der Primer an das Amplifikat, wird der Fluoreszenzbestandteil des Moleküls 

freigesetzt und erhöht somit die messbare Fluoreszenz im Reaktionsgefäß.  Somit ist 

die Stärke der Fluoreszenz proportional zur Menge des gesuchten Amplifikats.

Es wird die Anzahl der benötigten PCR Zyklen ermittelt, durch welche ein   messba-

res Fluoreszenzsignal entsteht, welches über das Maß der  Hinter-

grundfluoreszenz hinausgeht. Dieser Wert wird als Cycle treshold (Ct) bezeichnet. Je 
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höher die Konzentration des selektiv amplifizierten DNA Abschnitts in der Ausgangs-

probe ist, desto weniger Amplifikationszyklen werden benötigt. Dementsprechend ge-

ringer ist der Ct-Wert. Als Kontrollassay wird eine Amplifikation von  KRAS Exon 4 

durchgeführt. 

Die Differenz dieses Wertes zwischen dem Mutationssassay und Kontrollassay der 

Probe wird als ΔCt bezeichnet. Liegt dieser unter dem 1% ΔCt Wert, wird das Ergeb-

nis als Nachweis einer Mutation gewertet.

  

Abbildung 16: Graphische Darstellung der Fluoreszenzmessung des TheraScreen  

Verfahrens:Aufgetragen ist die Anzahl der Amplifikationszyklen gegen das Maß der Fluoreszenz. Der  

Zykluspunkt, an welchem der exponentielle Anstieg der Fluoreszenz beginnt, wird als Cycle threshold  

bezeichnet. Die Kurve auf der linken Seite zeigt den Amplifikationsvorgang für den Kontrollassay  

(KRAS Exon 4). Die Kurve rechts daneben resultiert aus der Amplifikation einer Probe, die ein mutier-

tes KRAS-Allel enthält. (Franklin et al. 2010)
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Anwendung des Thera-Screen Kits  
Für die Analyse mittels des TheraScreen Kits wurden jeweils 10 Proben in einem 

Durchlauf analysiert. Hierbei wurde ein 96 well plate verwendet. Die Proben wurden 

jeweils zu den sieben mutationsspezifischen Reaktionsgemischen und zu einem Kon-

trollgemisch gegeben. Zudem erfolgte zusätzlich jeweils eine Negativ- sowie Positiv-

kontrolle für jeden Mutationsassay. Für die Durchführung der PCR wurde ein Light 

Cycler® 480 System (Roche Diagnostics) und zur Auswertung die Light Cycler® Ad-

apt Software V1.1 (Roche Diagnostics) verwendet. 

Folgende Reaktionsbedingungen lagen der Real-Time-PCR zugrunde:  

• 95°C für 4 Minuten

• 45 Zyklen mit  Denaturierung bei  95°C für  30 Sekunden und Annealing bei 

60°C für eine Minute   

• Detektion der Fluoreszenz nach jedem Zyklus

 

Die Auswertung der Resultate erfolgte dann durch die zugehörige Light Cycler Soft-

ware, welche für jeden Probendurchlauf den jeweiligen Ct Wert ermittelte. Hieraus er-

folgte automatisch die  Berechnung des  ΔCt-Werts als  Differenz der  Ct-Werte von 

Kontrollassay und Mutationsassay. Auf Grundlage dieses Werts wurde die Probe als 

mutiert oder Wildtyp gewertet.
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4  Ergebnisse     
 
4.1. Mutationsanalyse  
In der vorliegenden Arbeit wurde der  KRAS Mutationsstatus von 40 primären Bron-

chialkarzinomen und dazugehörigen Lymphknotenmetastasen in jeweils mindestens 

vier verschiedenen Gewebearealen ermittelt. In allen untersuchten Fällen war eine 

Amplifikation von  KRAS Exon 2 durch PCR oder Real-Time-PCR möglich und es 

konnte eine eindeutig auswertbare Sequenz erlangt werden. 

13 der 40 untersuchten Tumore (32,5%) zeigten eine KRAS Mutation.

9 von 20 Adenokarzinomen (45%), 4 von 10 großzellig undifferenzierten Karzinomen 

(40%) und keines von 10 Plattenepithelkarzinomen wiesen eine KRAS Mutation auf. 

In allen 13 dieser Fälle ergab die Mutationsanalyse in allen untersuchten Gewebeblö-

cken einen Mutationsnachweis. Diese Tumoren zeigten in verschiedenen Abschnitten 

jeweils dieselbe Mutation mit identischem Basenaustausch. Diese Homogenität wur-

de in acht verschiedenen Tumorblöcken bei fünf der untersuchten Karzinome beob-

achtet. In allen Tumoren mit homogener Verteilung von Mutation oder Wildtyp konnte 

dieses Resultat in mindestens einem Gewebeareal mittels Real-Time-PCR bestätigt 

werden.  

Die primäre Untersuchung mittels direkter Sequenzierung nach Sanger ergab vier 

potentiell  heterogene Tumoren. In diesen Fällen lagen jeweils mehrere Areale mit 

Mutationsnachweis und ein Tumorblock mit Wildtyp vor. 

Reanalysen nach Mikrodissektion und mittels Real-Time-PCR zeigten in allen vier 

Fällen falsch negative Mutationsanalysen in der ersten Untersuchungsreihe, vermut-

lich aufgrund eines unzureichenden Tumorzellanteils. Bei vier Tumoren waren diese 

Methoden damit in der Lage, eine Pseudoheterogenität  nachzuweisen. Somit zeig-

ten alle 40 Tumoren nach Validierung einen homogenen KRAS Mutationsstatus. Ta-

belle  5  zeigt  die  Resultate  der  Sequenzanalyse  nach  Überprüfung  der  Resultate 

durch die Validierungsverfahren. Mit (L) gekennzeichnet sind hierbei Gewebeblöcke 

aus Lymphknotenmetastasen. 

Zwischen Primärtumoren und Lymphknotenmetastasen zeigte sich ebenfalls  in  18 

Fällen kein Unterschied im Mutationsstatus. In vier Tumoren wurden mehrere ver-

schiedene Lymphknotenmetastasenpräparate analysiert. Hierbei fand sich keine He-

terogenität zwischen den Metastasen eines Karzinoms.
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Histologie Block 1 Block 2 Block 3 Block 4 Block 5 Block 6 Block 7 Block 8

ADCA WT WT WT WT (L)

ADCA WT WT WT WT(L)

ADCA G12C G12C G12C G12C G12C G12C (L) G12C(L) G12C(L)

ADCA WT WT WT WT(L)

ADCA WT WT WT WT WT(L)

ADCA G12C G12C G12C G12C(L) G12C(L) G12C(L) G12C(L) G12C(L)

ADCA WT WT WT WT WT WT(L)

ADCA WT WT WT WT(L)

ADCA WT WT WT WT(L)

ADCA G12D G12D G12D G12D G12D G12D(L) G12D(L) G12D(L)

ADCA WT WT WT WT

ADCA WT WT WT WT WT WT

ADCA WT WT WT WT

ADCA G12D G12D G12D G12D

ADCA G13D G13D G13D G13D G13D G13D

ADCA G12D G12D G12D G12D G12D

ADCA G13C G13C G13C G13C

ADCA G12C G12C G12C G12C G12C G12C G12C G12C

ADCA G13D G13D G13D G13D G13D G13D(L) G13D(L) G13D(L)

ADCA WT WT WT WT(L)

LCLC WT WT WT WT

LCLC WT WT WT WT

LCLC G12C G12C G12C G12C

LCLC WT WT WT WT WT WT WT WT

LCLC WT WT WT(L) WT(L)

LCLC G12C G12C G12C G12C

LCLC G12C G12C G12C G12C

LCLC WT WT WT WT

LCLC WT WT WT WT

LCLC G12C G12C G12C G12C

SQLC WT WT WT WT(L)

SQLC WT WT WT WT(L)

SQLC WT WT WT WT(L)

SQLC WT WT WT WT(L)

SQLC WT WT WT WT

SQLC WT WT WT WT

SQLC WT WT WT WT

SQLC WT WT WT WT

SQLC WT WT WT WT

SQLC WT WT WT WT(L)

Tabelle 5: Resultate der Mutationsanalyse nach Validierung 
Histo
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Abbildung 17 zeigt schematisch das Vorgehen im Rahmen dieser Untersuchung: 

Abbildung 17: Algorithmus der Mutationsanalyse 

4.2 Mutationsspektrum 

98% aller onkogenen aktivierenden Punktmutationen des KRAS Gens finden sich in 

Exon 2 in den Codons 12 und 13. Die Wildtypsequenz dieser Codons ist GGT (Co-

don 12) und GGC (Codon 13). Beide codieren die hydrophobe Aminosäure Glycin.
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Folgende Mutationen und daraus resultierende Aminosäurenaustausche wurden in 

dieser Untersuchungsreihe beobachtet:

 

• c.34G >T p.G12C  (Glycin in Codon 12 wird ersetzt durch Cystein)

• c.35G >A p.G12D  (Glycin in Codon 12 wird ersetzt durch Aspartat)  

• c.37G >T p.G13C  (Glycin in Codon 13 wird ersetzt durch Cystein)

• c.38 G>A p.G13D  (Glycin in Codon 13 wird ersetzt durch Aspartat)  

• c.32_34 CTG> TTT  p.A11_G12 >VC (Aspartat in Codon 11 wird ersetzt 
durch Valin, Glycin in Codon 12 wird ersetzt durch Cystein)

Die zuletzt aufgeführte komplexe Mutation ist bisher noch nicht beschrieben worden. 

Sämtliche andere Mutationen sind in der COSMIC Mutationsdatenbank bereits ver-

zeichnet und zuvor beschrieben worden (Forbes et al. 2006). 

Hierbei stimmte die Häufigkeit der verschiedenen Mutationstypen in dieser Studie mit 

der in dieser Datenbank verzeichneten gut überein. So war die Mehrzahl (85%) der 

hier beobachteten Mutationen in Codon 12 lokalisiert, lediglich 3 Mutationen wurden 

in Codon 13 nachgewiesen.  

Die in einem Tumor durch direkte Sequenzierung und durch Analyse nach Mikrodis-

sektion bestätigte G13C Mutation konnte durch die Real-Time-PCR nicht bestätigt 

werden, da das Thera-Screen Kit für die Mutationsanalytik des colorektalen Karzi-

noms entwickelt wurde und daher diesen Mutationstyp nicht erfasst. 

Abbildung 18: Auszug aus der COSMIC Mutationsdatenbank. Das Balkendiagramm zeigt die Häufig-
keit der angegebenen Aminosäuresubstitutionen in Codon 12 und 13 des KRAS Gens in Bronchialkar-
zinomen. Eine derartige Verteilung konnte auch in der vorliegenden Untersuchung gefunden werden.
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Abbildung 19: Die  vorliegende  reverse  Sequenzierung  zeigt  eine  Mutation  in  KRAS  Exon  2  
(G12D). In Codon 12 ist ein Basenaustausch von Guanin zu Adenin an Position Nr. 104 zu erkennen.  
Aus dem Codon GGT (kodiert für Glycin) ist also das Codon GAT entstanden, welches für die Amino-
säure Aspartat  kodiert. Die Höhe des Peaks lässt wie erwartet auf eine heterozygote Mutation schlie-
ßen.

Mutationstyp Adenokarzinom Großzelliges 
Karzinom

Plattenepithelkarzinom

Wildtyp
11 6 10

p.G12C(c.34 G>T )
3 3

p.G12D (c.35 G>A) 3

p.A11_G12>VC 
(c.32_34CTG>TTT)

1

p.G13C (c.37 G>T) 1

p.G13D (c.38 G>A) 2

Summe 20 10 10

Tabelle 6:  Mutationsspektrum KRAS Exon 2. Angegeben ist die Verteilung der unterschiedlichen  

Mutationstypen auf die verschiedenen histologischen Subtypen. 

Von den 13 beobachteten Mutationen sind acht Transversionsmutationen (G12C so-

wie G13C) und fünf Transitionsmutationen (G12D sowie G13D). 

Diese Häufigkeitsverteilung ist bei der Untersuchung von Bronchialkarzinomen zu er-

warten, da diese Tumoren, wie eingangs erläutert, häufig Transversionsmutationen 

aufweisen, weil diese bevorzugt durch die im Tabakrauch enthaltenen Carcinogene 

hervorrgerufen werden. 
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5  Diskussion    
Die vorliegende Studie zeigt  eine hohe Prävalenz intratumoraler Homogenität  von 

KRAS Mutationen in nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen. In bis zu acht verschie-

denen Gewebearealen eines Tumors zeigte sich ein identischer Mutationsstatus. 

Die ermittelten Mutationsfrequenzen für das Adenokarzinom (45%) und großzellige 

Karzinom (40%) waren dabei etwas höher als die in der Literatur aufgeführten Werte.  

(Bos 1989, Ding et al. 2008, Riely et al. 2008). Für das Adenokarzinom wird in der 

Regel eine Mutationshäufigkeit von ca. 20-30% angegeben.

Die geringe Prävalenz (ungefähr 5-10%) von Mutationen in Plattenepithelkarzinomen 

ist bereits zuvor beschrieben worden (Rodenhuis et al. 1987, Sagawa et al. 1998,  

Graziano et al. 1999, Rekhtman et al. 2012 ).

Bei großzelligen Karzinomen wurde eine Mutationsfrequenz von 40% beobachtet. Zu-

vor wurde für diese Entität von einer Mutationshäufigkeit von ca. 10% berichtet (Gra-

ziano et al. 1999). Diese Abweichung kann dadurch erklärt werden, dass eine Diffe-

renzierung zwischen gering differenziertem Adenokarzinom und großzelligem entdif-

ferenziertem Karzinom nicht eindeutig festgelegt und untersucherabhängig ist.  Nur 

durch aufwendige immunhistologische Zusatzuntersuchungen ist eine genaue Diffe-

renzierung dieser unterschiedlichen Tumorentitäten möglich.  Daher könnte es sich 

bei einigen der hier untersuchten großzelligen entdifferenzierten Karzinome eventuell 

auch  um Adenokarzinome  handeln:  Diese  weisen  häufig,  wie  bereits  ausgeführt, 

KRAS Mutationen auf.  

Das beobachtete Mutationsspektrum und die Verteilung der einzelnen Mutationstypen 

stimmt gut mit anderen Studien zum Spektrum von  KRAS Mutationen im Bronchi-

alkarzinom überein (Pao et al. 2005, Riely et al. 2008). Die Mehrzahl der Mutationen 

beruht auf G zu T Transversionen, welche durch die Carcinogene des Tabakrauchs 

bevorzugt erzeugt werden. In Karzinomen des Colons oder Pankreas finden sich auf-

grund einer anderen Ätiologie entsprechend andere Mutationsspektren als im Bron-

chialkarzinom. 

Durch die Durchführung einer Validierungsstudie mit einem in der Routinediagnostik 

erprobten Mikrodissektionsverfahren und einer zweiten Validierungsmethode durch

ein hochsensitives mutationsspezifisches Real-Time-PCR Verfahren konnte das Risi-

ko einer artifiziellen Heterogenität aufgrund falsch negativer Mutationsnachweise mi-

nimiert werden. In 4 der 13 mutierten Tumoren zeigte die Validierungsstudie fehler-

60

PDF compression, OCR, web optimization using a watermarked evaluation copy of CVISION PDFCompressor

http://www.cvisiontech.com


hafte Resultate der direkten Sequenzierung auf. Somit konnte durch die Anwendung 

dieser Verfahren eine Pseudoheterogenität vermieden werden.

Ein Beispiel  für  ein  Tumorareal  mit  zunächst  falsch negativem Mutationsnachweis 

durch die direkte Sequenzierung ist in Abbildung 20 dargestellt. Durch eine Reanaly-

se nach Mikrodissektion des Areals in der Umgebung der Stanzbiopsie konnte eine 

Mutation nachgewiesen werden. Eine Analyse mittels Real-Time-PCR wies ebenfalls 

diese Mutation nach.

Abbildung 20:  Pulmonales Adenokarzinom nach Stanzbiopsie. Die direkte Sequenzierung ergab  
einen KRAS Wildtyp. Erneute Sequenzierung nach Mikrodissektion im Bereich der Stanze sowie eine  
Analyse durch Real-Time-PCR ergaben den Nachweis einer G12D Mutation.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Stanzzylinder mit einem Volumen von weniger 

als  1mm³ verwendet.  Durch die  Analyse mehrerer  derartiger  Stanzzylinder  ist  die 

Wahrscheinlichkeit  der  Mutationsheterogenität  innerhalb  eines  einzelnen  Zylinders 

aufgrund des geringen Volumens sehr gering. Diese Vorgehensweise erscheint ge-

eigneter für eine Studie zur Untersuchung einer möglichen Mutationsheterogenität 

als vergleichbare Methoden zur Gewebeakquisition wie beispielsweise die Makrodis-

sektion von Großflächenschnitten. Bei diesem Verfahren werden Tumorbestandteile 

von einem histologischen Schnittpräparat  mechanisch entfernt.  Hierdurch wird ein 

größeres Tumorareal erfasst, so dass eine höhere Wahrscheinlichkeit für eine Hete-

rogenität innerhalb der Probe besteht als bei einem Stanzzylinder. Ebenso ermöglicht 

die lasergestützte Mikrodissektion die Selektion von Tumorzellen innerhalb eines um-
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schriebenen Bereichs, wodurch ebenfalls die Wahrscheinlichkeit für eine Heterogeni-

tät innerhalb des dissezierten Areals verringert wird.

Die Erfahrungen dieser Studie zeigen die Wichtigkeit einer sorgfältigen Auswahl und 

Verarbeitung von Tumorproben für molekulare Analysen, damit mögliche Fehlerquel-

len, vor allem eine zu geringe Anzahl an Tumorzellen, vermieden werden. Dies betrifft  

in besonderem Maße Situationen, in denen das Tumorgewebe einen hohen Anteil  

nicht neoplastischer Zellen in Form von Leukozyten oder Stromazellen beinhaltet. 

Für eine valide Mutationsanalytik derartiger Tumoren ist die Verwendung eines Mikro-

dissektionsverfahrens zur Erhöhung der Tumorzellkonzentration oder die Anwendung 

eines hochsensitiven Sequenzierungsverfahrens notwendig.  

Franklin und Mitarbeiter (2010) konnten für die Analytik von KRAS Mutationen in colo-

rektalen Karzinomen zeigen, dass die Verwendung der hochsensitiven Real-Time-P-

CR gegenüber der direkten Sequenzierung in einer höheren Rate an detektierten Mu-

tationen resultiert. Da die Mutationsanalytik derartiger prädiktiver Marker wie  KRAS 

oder  EGFR zum Teil  Basis von Therapieentscheidungen darstellt,  sollte daher ein 

möglichst sensitives Analyseverfahren verwendet werden, um die Rate fehlerhafter 

Resultate zu minimieren. 

Marchetti  et al.  (2009) konnten mit einer hoch sensitiven Sequenzierungsmethode 

durch Verwendung einer "mutant enriched" PCR bei Patienten nach erfolgter Anti-EG-

FR Therapie im Vergleich zur Analye mittels direkter Sequenzierung eine deutlich hö-

here Rate an KRAS Mutationen feststellen (19% im Vergleich zu 30%). Diese Diskre-

panz interpretierte diese Arbeitsgruppe als Vorliegen von quantitativ geringen,

KRAS mutierten Subklonen, welche durch die direkte Sequenzierung nicht erkannt 

wurden. Als Ursache für das Auftreten heterogen mutierter Tumore sahen die Autoren

eine sekundäre Resistenzentwicklung durch das Auftreten KRAS mutierter Tumorzel-

len als Reaktion auf die Anti-EGFR Therapie an. Hierbei wurde pro Tumor jedoch nur 

ein Gewebeareal untersucht. Aufgrund der geringen Sensitivität der direkten Sequen-

zierung kann dies jedoch auch Ursache für die diskrepanten Resultate zwischen di-

rekter Sequenzierung und hochsensitiver Analyse darstellen. Dennoch erscheint die 

Hypothese plausibel, dass Bronchialkarzinome mit dem Wildtyp des KRAS Gens un-

ter einer Therapie mit EGFR Inhibitoren eine KRAS Mutation im Sinne eines sekun-

dären Resistenzmechanismus entwickeln können und  somit  eine sekundäre intratu-

morale Heterogenität von KRAS Mutationen entstehen könnte.
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Kürzlich wurde eine dementsprechende Resistenzentwicklung im Zuge einer Anti-EG-

FR Therapie in colorektalen Karzinomen beobachtet (Diaz et al. 2012).

Zuvor berichteten mehrere Arbeitsgruppen von einer homogenen intratumoralen Ver-

teilung von KRAS Mutationen in Adenokarzinomen der Lunge (Li et al. 1994, Sugio et 

al. 1994, Ohshima et al. 1993, Sagawa et al. 1998, Mattsson et al. 2012). 

Die Ergebnisse dieser und der hier vorliegenden Untersuchung unterstützen die Hy-

pothese,  dass die  KRAS Mutation in Bronchialkarzinomen ein frühes Ereignis der 

Carcinogenese ist.  KRAS Mutationen wurden zuvor  bereits  in  Vorstufen  invasiver 

Bronchialkarzinome, der sogenannten atypischen adenomatösen Hyperplasie (AAH), 

gefunden (Westra et al. 1996, Ohshima et al. 1994, Cooper et al. 1997). Hieraus wur-

de ebenfalls geschlossen, dass die KRAS Mutation ein frühes Ereignis in der Entste-

hung des Bronchialkarzinoms darstellen muss (Li et al.1994).

Im Tiermodell des Bronchialkarzinoms zeigt die KRAS Mutation eine tumorinitiierende 

Wirkung, was ebenfalls ein deutlicher Hinweis auf die Bedeutung in der frühen Ent-

stehungsphase dieser Tumoren ist (Johnson et al. 2001). 

Die nun durchgeführte Beobachtung einer homogenen Mutationsverteilung in bis zu 

acht  unterschiedlichen Tumorarealen stärkt  die Hypothese,  dass diese genetische 

Veränderung ein irreversibles Ereignis in der frühen Entstehungsphase des Bronchi-

alkarzinoms ist und daher in allen verschiedenen klonalen Anteilen dieser Tumoren 

nachweisbar ist. In diesen homogen mutierten Karzinomen ist die KRAS Mutation so-

mit ein verlässlicher und stabiler genetischer Parameter, da trotz der starken morpho-

logischen Heterogenität und genetischen Instabilität des Bronchialkarzinoms diese Al-

teration in allen Tumorarealen zu finden ist.   

Eine intratumorale Heterogenität von KRAS Mutationen wurde zuvor bereits in colo-

rektalen Karzinomen beobachtet (Giaretti et al. 1996, Baisse et al. 2001, Baldus et al. 

2010, Watanabe et al. 2011). 

Jedoch existieren hierzu keine eindeutigen Aussagen in welcher Größenordnung sich 

das Ausmaß dieser Heterogenität befindet und welche Auswirkungen sich hieraus für 

die Diagnostik und Therapie des colorektalen Karzinoms ergeben. 

Angesichts  der  vorliegenden Resultate  ist  die  Inhibiton  von Elementen des MAP-

Kinase Signalwegs oder weiterer Effektoren von p21ras bei Vorliegen einer  KRAS 

Mutation als  therapeutischer  Ansatzpunkt  in  der  Therapie des Bronchialkarzinoms 

vorstellbar. 
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Die homogene Ausprägung einer genetischen Veränderung ist Vorraussetzung für die 

Effektivität einer zielgerichteten medikamentösen Tumortherapie, da diese bei einer 

homogen vorliegenden Zielstruktur alle Tumorzellen erfassen kann. Zudem reguliert 

das KRAS Gen einen zentralen Bereich der Proliferationsfähigkeit von Tumorzellen. 

Daher ist davon auszugehen, dass analog zur Situation in EGFR mutierten Tumoren 

das Wachstum KRAS mutierter Tumoren von der Aktivität der KRAS assoziierten Si-

gnalwege abhängig ist. Damit wären diese Tumoren potentiell empfindlich gegenüber 

einer medikamentösen Therapie, welche die Aktivität von p21ras oder der nachge-

schalteten Effektorproteine inhibieren könnte. 

Da die KRAS Mutation ein derartig homogenes Merkmal des Bronchialkarzinoms dar-

stellt, kann der Nachweis dieser Veränderung auch zur Differenzierung von synchron 

aufgetretenen Karzinomen zu intrapulmonalen Metastasen eines singulären Karzi-

noms verwendet werden (Warth et al. 2012). Zeigen sich bei der Analyse verschiede-

ner pulmonaler Raumforderungen unterschiedliche Resultate hinsichtlich des  KRAS 

Mutationsstatus, ist von synchronen Karzinomen auszugehen. Ergibt sich der Nach-

weis der identischen Mutation in den jeweiligen Tumorherden, ist hingegen von intra-

pulmonalen Metastasen eines singulären Karzinoms auszugehen.

Es konnte in dieser Untersuchung keine Mutationsheterogenität zwischen Primärtu-

moren und Lymphknotenmetastasen festgestellt werden. 

Bisher gibt es keine eindeutigen Daten zur Bedeutung des KRAS Mutationsstatus für 

die Metastasierungsneigung von Bronchialkarzinomen. Untersuchungen bei colorek-

talen Karzinomen deuten auf eine Assoziation von KRAS Mutationen mit der Entste-

hung von Lungenmetastasen hin (Smakman et al. 2005, Cejas et al. 2009, Tie et al. 

2011).

Inwiefern KRAS jedoch das Metastasierungsverhalten des Bronchialkarzinoms beein-

flusst, ist nicht bekannt. In tierexperimentellen Studien finden sich Hinweise, dass die 

onkogene Aktivierung von  MYC einen metastatischen Phänotyp induziert. (Rapp et 

al. 2009). 

Anhand der vorliegenden Ergebnisse ergibt sich die Erkenntnis, dass es klinisch für 

die Bestimmung des  KRAS Mutationsstatus ausreichend ist,  eine einzelne Biopsie 

aus dem Primärtumor oder einer Lymphknotenmetastase für die Analyse zu verwen-

den, da das Resultat repräsentativ für den Mutationsstatus des gesamten Tumors ist. 

Dieses Vorgehen kann die Gewinnung ausreichenden bioptischen Materials für eine 

Mutationsanalyse bei Patienten mit inoperablem Primärtumor erleichtern, da in die-
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sen Fällen die Diagnose häufig aus kleinen Biopsien aus dem Primarius oder Lymph-

knotenmetastasen histologisch oder cytologisch gestellt wird.

Zuvor beschrieben Schmid et al. (2009) sowie Monaco et al. (2010) eine Diskrepanz 

zwischen dem KRAS Mutationsstatus von primären Lungenkarzinomen und den da-

zugehörigen lymphonodalen Metastasen. Dieser Widerspruch zu den hier gefunde-

nen Resultaten kann durch die verwendete Methodik erklärt werden.

In den genannnten Studien wurde keine Validierung durch ein geeignetes Mikrodis-

sektionsverfahren oder sensitive Sequenzierungsmethoden durchgeführt. Dies ist je-

doch essentiell, um eine artifizielle Heterogenität durch einen zu geringen Anteil an 

malignen Zellen mit falsch negativen Resultaten auszuschließen zu können. (Clayton 

et al. 2000, Franklin et al. 2010). In beiden genannten Studien bestand die vermutete 

Heterogenität in einer Vielzahl von mutierten Primärtumoren mit Lymphknotenmeta-

stasen, in denen ein Wild-Typ beobachtet wurde. Dies könnte auf einer hohen Zahl 

falsch negativer Analysen aufgrund zu geringer Tumorzellanteile bei der Analyse des 

Metastasengewebes beruhen, da in Lymphknotenmetastasen ein großer Anteil nicht 

maligner Zellen vorhanden sein kann. 

Zwei  weitere Studien berichteten über  die  KRAS Mutationsheterogenität  zwischen 

Bronchialkarzinomen und ossären Metastasen (Badalian et al. 2007) sowie  Fernme-

tastasen (Kalikaki et al. 2008). Diese Resultate implizieren in diesen Fällen das Vor-

liegen heterogen mutierter Primärtumoren.

In der Tumordatenbank, welche der hier vorliegenden Untersuchung zugrunde liegt, 

lag nur eine sehr geringen Anzahl verfügbarer Gewebeblöcke aus Fernmetastasen 

vor. Daher war es nicht möglich, eine Untersuchung zur Heterogenität zwischen Pri-

märtumoren und korrespondierenden Fernmetastasen durchzuführen. 

Kürzlich berichteten Mattsson und Mitarbeiter (2012) über eine vergleichende Unter-

suchung an histologisch unterschiedlich differenzierten Arealen von Bronchialkarzino-

men. Hierbei zeigte sich keinerlei intratumorale Heterogenität hinsichlich des KRAS 

oder  EGFR Mutationsstatus. Diese Studie verwendete ebenfalls ein hochsensitives 

Sequenzierverfahren für die Mutationsanalytik.

Somit bestätigt diese Studie die Ergebnisse der hier vorliegenden Untersuchung.

Tabelle 7 gibt einen Überblick über Studien zur Mutationsheterogenität von Bronchi-

alkarzinomen und korrespondierenden Metastasen.
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In der verfügbaren Literatur zeigen sich somit diskrepante Resultate und Aussagen 

zur Frage einer möglichen Heterogenität der KRAS Mutation in Bronchialkarzinomen 

sowie  deren korrespondierenden Metastasen.  Zudem wurden in  den aufgeführten 

Studien eine Reihe verschiedener Methoden zur Mutationsanalyse verwendet und 

zum Teil Verfahren mit einer niedrigen Sensitivität bezüglich der Detektion von Muta-

tionen eingesetzt. 

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit unterstützen die Ergebnisse mehrer vor-

angegangener  Studien,  die  ebenfalls  eine  homogene  KRAS Mutationsverteilung 

nachweisen konnten.
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Studie Studiendesign Resultat Methodik
Li et al. 
(1994)

Vergleich von Primarius und Fern-
metastasen (n=15)

Mutation in fünf Primärtumoren 
und allen korrespondierenden 
Metastasen 

Direkte Sequenzierung

Sugio et al. 
(1994)

Mikrodissektion von 74 Arealen aus 
fünf KRAS mutierten Bronchialkarzi-
nomen

Homogene  Mutationsvertei-
lung

RFLP, direkte Sequen-
zierung

Ohshima et 
al. (1994)

131 Mutationsanalysen aus 29 Ade-
nokarzinomen und Vorläuferläsionen

Homogene  Mutationsvertei-
lung

Nested-PCR

Sagawa et 
al. (1998)

Analyse von 74 Arealen aus 13 
KRAS mutierten Tumoren 

Homogene  Mutationsvertei-
lung

RFLP

Kalikaki et 
al. (2008)

 Vergleich von Primarius und Fern-
metastasen (n=25)

Mutation in fünf Primärtumoren 
und zwei Fernmetastasen

Mikrodissektion 

Direkte Sequenzierung 

Schmid et 
al. (2009)

Vergleich von Primärtumor (n=96) 
und Lymphknotenmetastasen

36 Tumoren mutiert, in 9 Fäl-
len Heterogenität zwischen
Primarius und Metastasen

Direkte Sequenzierung 

Makrodissektion 

Cortot et al. 
(2010)

Vergleich  von  Primärtumor  und 
Fernmetastasen (n=6)

Mutation in allen Primärtumo-
ren, mit direkter Sequenzie-
rung keine Mutationen in den 
Metastasen. ME-PCR zeigt 
Mutationen in drei Metastasen 

Direkte Sequenzierung 

mutant enriched PCR

Monaco et 
al.  
(2010)

Vergleich  von  Primärtumor  (n=40) 
und Lymphknoten 

11 Primärtumore mutiert, 4 
Metastasen mutiert, 9 Fälle 
heterogen 

Direkte Sequenzierung 

Sun et al.
(2011)

Vergleich von Primarius und Lymph-
knotenmetastasen (n=80)

Nachweis von KRAS Mutation 
in einem Primärtumor und 
sechs Metastasen

Direkte Sequenzierung

Mattsson et 
al. (2012)

Vergleich von jeweils drei Tumora-
realen von 6 KRAS mutierten Tumo-
ren

Homogene  Mutationsvertei-
lung

Pyrosequenzierung

Tabelle 7: Übersicht über Studien zur Heterogenität der KRAS Mutation in Bronchialkarzinomen und  
korrespondierenden Metastasen 

Die Therapie des Bronchialkarzinoms mit neuen cytotoxischen oder selektiven anti-

proliferativen Substanzen hat zum Teil deutliche Fortschritte erzielt. Hierbei erweist 

sich eine individuelle Auswahl jeweils geeigneter Pharmaka durch Ermittlung prädikti-

ver Marker als notwendig, um die Effektivität der medikamentösen Therapie zu maxi-

mieren. Neben der EGFR Mutation als positivem prädiktivem Marker für eine Anti 
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EGFR Therapie werden weitere histopathologische, genetische und molekulare Para-

meter für die Planung und Selektion einer Therapie untersucht (Olaussen et al. 2006, 

West et al. 2009, Kwak et al. 2010, Kim et al. 2011).

Eine derartige Unterscheidung und Subklassifikation  von Bronchialkarzinomen an-

hand  ihrer  unterschiedlichen  molekularen  Eigenschaften  könnte  eine  wirksamere, 

zielgerichtete Therapie und eine deutliche verbesserte Wirksamkeit im Vergleich zu 

früheren unselektiven Therapien ermöglichen.

Jedoch muss bei der Bestimmung aller molekularer Eigenschaften von Tumorzellen 

berücksichtig werden, dass maligne Tumoren im Allgemeinen und besonders häufig 

Bronchialkarzinome aus heterogenen Zellpopulationen bestehen und somit  geneti-

sche und tumorbiologische Charakteristika innerhalb eines Tumors nicht allen Zellen 

gemein sind. 

Hinsichtlich der Bedeutung der KRAS Mutation als prädiktiver Marker für die Anti-EG-

FR Therapie existieren bisher zum Teil  widersprüchliche Daten darüber,  ob  KRAS 

mutierte Tumoren tatsächlich eine vollständige Resistenz gegen eine Inhibition der 

EGFR Signaltransduktion zeigen. Es besteht kein Konsens darüber, ob der Nachweis 

einer KRAS Mutation ein Ausschlußkriterium für eine solche Therapie darstellen soll-

ten. Es wird zwar vorgeschlagen, KRAS Mutationen als negativen prädiktiven Marker 

für die Therapie des Bronchialkarzinoms zu verwenden (Massaralli et al. 2007, Riely 

et al. 2009), jedoch ist dieses Vorgehen nicht leitlinienbasiert oder allgemein akzep-

tiert wie beim colorektalen Karzinom (Roberts et al. 2010, Langer 2011). Diese Un-

klarheit resultiert aus der Tatsache, dass in den bisher durchgeführten Studien KRAS 

mutierte Tumoren zwar mit einer Resistenz gegen Tyrosinkinaseinhibitoren assoziiert 

waren, aber dennoch ähnliche Überlebensraten zeigten wie  KRAS/EGFR Wild-Typ 

Tumoren (Mao et al. 2009, Jackman et al. 2009) und somit anscheinend für die Se-

lektion der Patienten, die auf Tyrosinkinaseinhibitoren ansprechen, eine Bestimmung 

des EGFR-Mutationsstatus ausreichend ist.

Weitere Zweifel an einem Nutzen des KRAS Mutationsstatus als geeignetem negati-

ven prädiktiven Marker ergaben sich aus Beobachtungen, dass der Nachweis einer 

KRAS Mutation nicht in allen Fällen mit  einer Therapieresistenz gegen Anti-EGFR 

Medikamente einhergeht (Ferte et al. 2010). Miller und Mitarbeiter (2008) berichteten 

über eine Behandlungsstudie mit Erlotinib bei Bronchialkarzinomen, in welcher einige 

KRAS mutationspositive Tumoren entgegen der Erwartung einen Rückgang der Tu-
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mormasse zeigten. Zwar war diese Abnahme der Tumorlast stets geringer als 30%, 

also nach radiologischen Kriterien kein Therapieansprechen, jedoch wurde erwartet, 

dass KRAS mutierte Tumore keinerlei Reaktion auf eine Anti-EGFR Therapie zeigen. 

Diese  Fallbeobachtungen  sprechen  somit  zunächst  gegen  die  Verwendung  der 

KRAS Mutation als Ausschlußkriterium hinsichtlich einer Anti-EGFR Therapie. Es ist 

bisher nicht bekannt, was die Ursachen dieser Resulte sind.  

Eine unerkannte Heterogenität von KRAS Mutationen ist nach den Ergebnissen der 

hier vorliegenden Studie somit nicht Ursache des unklaren Stellenwerts des  KRAS 

Mutationsstatus in der Anti-EGFR Therapie des Bronchialkarzinoms. Zusätzliche, bis-

her nicht berücksichtigte genetische oder epigenetische Veränderungen dieser Tumo-

ren, die eine Empfindlichkeit gegenüber Tyrosinkinaseinhibitoren trotz einer vorhan-

denen KRAS Mutation bedingen, könnten diese Beobachtung erklären.

Abbildung 21: Maximaler Rückgang der Indikatorläsionen von Bronchialkarzinomen durch An-
ti-EGFR Therapie nach radiologischer Verlaufskontrolle. Einige KRAS mutierte Tumoren (blaue Bal-
ken) zeigten entgegen der Erwartung einen Rückgang der Tumormasse unter Tyrosinkinaseinhibitor-
therapie (Miller et al. 2008). Beinahe alle Tumoren mit einer EGFR Mutation zeigten ein Therapiean-
sprechen (graue Balken).

Eine weitere Hypothese für die Ursache der bisher nicht eindeutigen Bedeutung der 

KRAS Mutation  in  Bronchialkarzinomen  wurde  kürzlich  von  Ihle  und  Mitarbeitern 

(2012) vorgestellt. Hiernach sei der spezifische Typ der KRAS Mutation, also die je-

weilige Art der Aminosäurensubstitution verantwortlich für ein unterschiedliches biolo-

gisches Verhalten. Demnach seien vor allem G12C Mutationen sowie G12V Mutatio-

nen mit einer schlechteren Prognose als die anderen Mutationstypen assoziiert. In 
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der Therapie des colorektalen Karzinoms zeigte sich bereits, dass Mutationen des 

KRAS Gens in Codon 13 einen anderen prädiktiven Stellenwert für eine Anti-EGFR 

Therapie besitzen als solche in Codon 12 (De Roock et al. 2010, Tejpar et al. 2012).

Die Kenntnis einer möglichen intratumoralen Heterogenität von KRAS Mutationen ist 

im Besonderen von Bedeutung, wenn in näherer Zukunft Therapien verfügbar werden 

sollten, die spezifisch bei  KRAS mutierten Tumoren wirksam sind. Vorstellbar ist zu 

diesem Zweck eine Verwendung von Inhibitoren des MAP-Kinase Signalwegs.

So zeigen erste durchgeführte Behandlungsstudien mit Sorafenib (Nexavar®), einem 

Multityrosinkinaseinhibitor, dass diese Substanz eine effektive Therapie KRAS mutier-

ter Tumoren ermöglichen könnte (Engelman et al. 2008a, Blumenschein et al. 2009, 

Lind et al. 2010, Scagliotti et al. 2010, Kim et al. 2011). Der Wirkmechanismus dieser  

Substanz beruht unter anderem auf einer Inhibiton der RAF-Kinase sowie der ERK-

Kinase. Diese Kinasen sind wichtige Effektorproteine von p21ras. 

Ist eine genetische Veränderung homogen in allen klonalen Anteilen eines Tumors 

vorhanden, bietet dies die Möglichkeit, dass eine auf diese Alteration spezifisch aus-

gerichtete Therapie einen Nutzen zeigt, da alle Tumorzellen durch die Therapie be-

einflusst werden können (Weinstein, 2002). Zudem ist bei Vorliegen einer stabilen, 

homogenen genetischen Aberration eine einzelne Analyse einer geringen Menge von 

Tumorgewebe für eine valide Aussage zu einer möglichen Sensibilität des Tumors auf 

bestimmte Medikamente  möglich.  Denn  unerkannte  und damit  in  Therapiestudien 

nicht berücksichtigte genetische Veränderungen von Tumoren können dafür verant-

wortlich sein, dass Studien mit neuen Therapeutika nicht die erwarteten positiven Re-

sultate zeigen oder die mögliche Effektivität einer neuen Substanz unterschätzt wird 

(Betensky et al. 2002, Pintilie et al. 2009).

Über diese bisher dargelegten Überlegungen hinaus muss die enorme Komplexität 

der EGFR assoziierten Signalwege beachtet werden. So sind neben der KRAS Muta-

tion weitere Resistenzmechanismen gegen eine Inhibiton des EGF Rezeptors be-

schrieben  worden:  Hierzu  gehören  unter  anderem  eine  Amplifikation  des  c-MET 

Gens, eine aktivierende Mutation im PI3KCA Gen, inaktivierende Mutationenen oder 

Deletionen des Tumorsuppressorgens  PTEN oder eine HER3 Amplifikation (Engel-

man et al. 2007, Engelman und Settleman 2008, Sos et al. 2009). 

Daher  wäre es für  eine optimale Therapieselektion notwendig,  neben den Genen 

EGFR und KRAS weitere prädiktive Parameter zu untersuchen. Hierbei sollten diese 

gennannten onkogenen Veränderungen daraufhin untersucht werden, ob sie stabile, 
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homogen verteilte Ereignisse wie die KRAS Mutation darstellen, oder ob diese eine 

intratumorale Heterogenität  aufweisen,  welche diagnostisch  und therapeutisch be-

rücksichtigt werden müsste.

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung an nichtkleinzelligen Bronchi-

alkarzinomen zeigt die KRAS Mutation keine intratumorale Heterogenität und stellt 

somit eine stabile genetische Veränderung dieser morphologisch und genetisch

heterogenen Tumoren dar. Für die Mutationsanalytik ist somit die Bestimmung des 

Mutationsstatus aus einem Tumorareal  oder Metastasen repräsentativ für  den ge-

samten Tumor.

Dieses Resultat impliziert, dass die Mutation des KRAS Gens stets ein früh einset-

zendes Ereignis in der Karzinogenese des Bronchialkarzinoms darstellt. Aufgrund der 

Homogenität der KRAS Mutation und des im Vergleich zu anderen molekularen Alte-

rationen des Bronchialkarzinoms relativ häufigen Auftretens stellen p21ras und des-

sen Effektorproteine somit potentiell nutzbare Ziele in der Therapie des nicht kleinzel-

ligen Bronchialkarzinoms dar. 

In welchem Maße die verschiedenen Mutationstypen des  KRAS Gens eine unter-

schiedliche tumorbiologische Funktion und Bedeutung besitzen, sollte durch weitere 

Studien untersucht werden, um darauf ausgerichtet gezielte Therapien entwickeln zu 

können.

Die Erfahrungen dieser Studie und der Vergleich mit weiteren Untersuchungen zur 

Heterogenität  der KRAS  Mutation zeigt  die Wichtigkeit  der  verwendeten Methodik 

auf, um artifizielle Heterogenität auszuschließen. Untersuchungen zum Vorliegen ei-

ner  möglichen  Heterogenität  genetischer  Parameter  von  Tumoren  müssen  daher 

hochsensitive analytische Methoden einsetzten.

Die widersprüchlichen Resultate der Studien zur prädiktiven und prognostischen Be-

deutung der KRAS Mutation in der Anti-EGFR Therapie des Bronchialkarzinoms be-

ruhen nicht auf einer bisher unerkannten Heterogenität. Hierfür ursächlich könnten 

weitere bisher nicht berücksichtigte genetische Veränderungen dieser Tumoren sein, 

die einen Einfluß auf die Signaltransduktion des EGF-Rezeptors und der MAP-Kinase 

Signalkaskade ausüben.
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6 Zusammenfassung
Die Therapie des nicht  kleinzelligen Bronchialkarzinoms konnte  durch  Etablierung 

neuartiger spezifischer Inhibitoren der Tyrosinkinaseaktivität des EGF Rezeptors für 

einen Teil der betroffenen Patienten erheblich verbessert werden. Um potentiell sensi-

tive Tumoren zu identifizieren, werden prädiktive molekulare Parameter verwendet. 

Hierzu gehören als positiver prädiktiver Marker die  EGFR Mutation und als Hinweis 

auf eine primäre Therapieresistenz der Nachweis einer KRAS Mutation. Jedoch zeigt 

das Bronchialkarzinom sehr häufig eine morphologische und genetische Heterogeni-

tät,  aufgrund welcher molekulare Alterationen nicht in allen Anteilen eines Tumors 

vorhanden sein können. 

Diese Studie erbringt den Nachweis einer intratumoralen Homogenität von KRAS Mu-

tationen in nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomen. 

45% (9/20) der Adenokarzinome, 40% (4/10) der großzelligen Karzinome und keines 

der Plattenepithelkarzinome zeigten eine KRAS Mutation. Alle 13 mutierten Tumoren 

zeigten eine intratumorale Homogenität der KRAS Mutation. 

Homogen mutierte Tumoren zeigten keine Veränderung des Mutationsstatus in den 

jeweils analysierten Lymphknotenmetastasen. 

Um eine möglichst präzise Analye der Mutationsverteilung zu ermöglichen und artifzi-

elle Pseudoheterogenität auszuschließen, wurden zwei hochsensitive Verfahren (la-

sergestützte Mikrodissektion und Real-Time-PCR) zur Verifizierung der Resultate ver-

wendet.  

Die ausschließlich homogene Verteilung von KRAS Mutationen und ihre im Vergleich 

zu anderen onkogenen Aberrationen relativ hohe Prävalenz macht diese genetische 

Veränderung zu einem potentiellen Ziel für eine molekular zielgerichtete Therapie des 

Bronchialkarzinoms  mit  Inhibitoren  des  MAP-Kinase  Signalweges.  Bisher  wider-

sprüchliche Daten zur prädiktiven und prognostischen Relevanz des  KRAS Mutati-

onsstatus beruhen nicht auf einer heterogenen Mutationsverteilung.
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