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11. Eidesstattliche Erklarung



1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Der Progress sowie das GroRenwachstum maligner Erkrankungen und somit auch
des nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomes (Non-Small Cell Lung Cancer; NSCLC)
ist von der Neovaskularisation abhangig. Hierbei ist der Zeitpunkt des sogenannten
“Angiogenic Switch“ von zentraler Bedeutung, da sich die Balance zwischen pro- und
antiangiogenetischen Faktoren zugunsten der proangiogenetischen Faktoren
verschiebt (Baeriswyl et al. 2009). Aus diesem Grund sind neue anti-angiogenetische
Therapien sowie Mechanismen mit einem vermuteten Einfluss auf die
Tumorangiogenese der Gegenstand von zahlreichen Untersuchungen (Herbst et al.
2005). Diese Forschung resultierte u.a. mit der Entwicklung von monoklonalen
Antikérpern gegen VEGF (Gridelli et al. 2007). Die an der Tumorangiogense
beteiligten Proteine weisen eine Vielzahl von funktionellen
Keimbahnpolymorphismen in ihren Genen auf und die Arbeitshypothese war, dass
die unten ausgewahlten Polymorphismen als prognostische Marker bei Patienten mit

nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen dienen konnten.

Die untersuchten Polymorphismen in der vorliegenden Arbeit sind u.a. Teil des VEGF
Signalweges, der seine proangiogenetischen Effekte primar Uber den VEGF
Rezeptor 2 (VEFGR2) auf GefalRendothelzellen vermittelt (Carmeliet et.al 2005).
Allerdings fihrt die durch VEGF vermittelte Angiogenese zur Entstehung von
desorganisierten, unreifen und durchlassigen Gefalen. Die Reifung dieser Gefalie ist
abhangig von perivaskularen Stromazellen, welche durch den platelet-derived
Growth Factor beta (PDGF-B) aktiviert werden. Letzterer weist ebenfalls
Polymorphismen auf, die Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind (Abramsson et al.
2003, Cao R et al. 2002, Cao R et al. 2003, Cao Y et al. 2009, Zhang et al. 2009).
Darltberhinaus werden die Angiogenese, die GefalRpermeabilitat und der Gefaldtonus
durch die endotheliale  Stickstoff-Monoxid  Synthetase (eNOS) mittels
Stickstoffmonoxid (NO) beeinflusst (Duda et al. 2004). Der eNOS Signalweg
wiederum wird aktiviert durch VEGF, PDGF und Sphingosin 1-Phosphat (S1P).

Die Interaktion zwischen VEGF und eNOS Signalweg wird mdglicherweise zusatzlich

durch Polymorphismen beeinflusst bzw. moduliert.



Folgende Fragestellungen wurden in der vorliegenden Arbeit behandelt:
1.) Korrelieren die Keimbahnpolymorphismen der oben genannten Signalwege
mit klinisch pathologischen Patientencharakteristika?
2.) Eignen sich diese Polymorphismen als prognostische Marker bei Patienten

mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom?



2. Einleitung

2.1 Ubersicht

Maligne Erkrankungen sind in den Industrielandern, inklusive Deutschland, die
zweithaufigste Todesursache nach Herzkreislauferkrankungen. Im Jahr 2013 betrug
der Anteil der Todesfdlle durch maligne Erkrankungen 25% an den
Gesamtsterbefallen (Statistisches Bundesamt Wiesbaden; Destatis).

Das Bronchialkarzinom macht bei Mannern 14% und bei Frauen 7% aller neu
aufgetreten malignen Erkrankungen aus. Die Inzidenz des Bronchialkarzinoms ist bei
Mannern 2,5 mal hoher als bei Frauen, wobei sich die Inzidenz bei Frauen seit 1980
verdreifacht hat. Bei Mannern ist die Inzidenz seit Anfang der 1990er Jahre
rucklaufig. Durch die schlechtere Prognose bei Mannern macht der Anteil an
Krebssterbefallen bei Mannern 26% und bei Frauen 12% aus (GEKID, Zentrum fir

Krebsregisterdaten, 2010).

Der Hauptrisikofaktor flir Lungenkrebs ist das aktive und passive Tabakrauchen
(Haldorsen et al. 1999). Der steigende Anteil an Raucherinnen in der
Gesamtbevdlkerung erklart den Anstieg der Lungenkarzinominzidenz bei Frauen
(Lortet-Tieulent et al. 2014). Als weitere Risikofaktoren gelten die naturliche
Radonbelastung in Gebauden sowie insbesondere im Rahmen von
Berufskrankheiten die Asbestbelastung (Melloni et al. 2014). Bei Patienten, die
sowohl Raucher sind als auch mit Asbest gearbeitet haben, steigt das Risiko
exponentiell. Die Asbestose und deren Folgeerkrankungen sind als
Berufserkrankung in Deutschland anerkannt (Frost et al. 2011). Weitere seltenere
Risikofaktoren beinhalten die Exposition gegentiber Arsen, Chlormethylether, Chrom,

Senfgas und polyzyklische Kohlenwasserstoffe (Syrigos et al. 2006).

Das Bronchialkarzinom wird Ublicherweise histologisch unterteilt in das kleinzellige
(SCLC; Small Cell Lung Cancer) und nicht-kleinzellige (NSCLC) Karzinom. Letzteres
lasst sich wiederum weiter unterteilen in Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome,
groldzellige undifferenzierte Karzinome und noch eine Reihe weiterer seltener
Subtypen. Der historisch am haufigsten auftretende Subtyp ist das

Plattenepithelkarzinom, gefolgt vom Adenokarzinom, wobei in den letzten Jahren
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eine Umkehr der Inzidenzrate zu beobachten ist (Lortet-Tieulent et al. 2014). Die
Ursache flr diese Veranderungen in den Inzidenzraten ist noch nicht vollends
geklart. Es gibt Hinweise, dass Unterschiede in der Zusammensetzung der
verkauften Zigaretten in den letzten 50 Jahren mitbeteiligt sind. So ist der Nikotin-
und Teergehalt pro Zigarette gesunken, der Nitratgehalt hingegen ist gestiegen
(Wynder et al. 1995). Die Prognose der Erkrankung ist ebenfalls abhangig vom
histologischen Subtyp. Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei den nicht-kleinzelligen
variiert zwischen 13 und 19%. Bei der kleinzelligen Variante Uberschreitet die 5-
Jahres-Uberlebensrate die 5% Marke nicht (Syrigos et al 2006).

Lungenkrebs wird Ublicherweise erst spat im Krankheitsverlauf entdeckt und somit
haben bei Diagnosestellung 80% der Patienten einen disseminierten und nicht
resezierbaren Tumor. In 90% der Falle prasentieren sich die Patienten mit klinischen
Symptomen bei der Diagnosestellung. Zufallsbefunde in der Bildgebung stellen die
Ausnahme dar. Symptome entstehen durch das Lokalwachstum des Primartumors,
seine Ausbreitung in die angrenzenden intrathorakalen Strukturen, Fernmetastasen,
nichtspezifische systemische Effekte und paraneoplastische Symptome (Leitlinie:
“‘Lungenkarzinom - Pravention, Diagnostik, Therapie und Nachsorge" 2010; Gerber
et al 2002). Zu den klassischen Symptomen gehéren langer anhaltender Husten,
teils mit Auswurf und Gewichtsverlust. Zu den Spatsymptomen zahlen Hamoptysen

sowie verschiedene paraneoplastische Symptome (Syrigos et al 2006).

2.2 Therapie

Im klinischen Alltag hat sich aus therapeutischen Grinden die Unterteilung in
kleinzellige (SCLC) und nicht-kleinzellige (NSCLC) Karzinome bewahrt. Das Staging
der Erkrankung erfolgt gemall der TNM-Klassifikation (T-Primartumor; N-
Lymphknoten; M-Fernmetastasierung) und lasst sich nach UICC (Union
internationale contre le cancer) weiter in Stadien unterteilen (Tabelle 1).

Gemalls den deutschen Leitlinien der Gesellschaft fir Pneumologie und
Beatmungsmedizin ist beim NSCLC in frihen Stadien (I-Il) die radikale Operation
Therapie der Wahl, adjuvant sollte bei RO Resektion in Stadium |l eine

Chemotherapie durchgeflihrt werden. Bei R1 Resektion sollte eine Nachresektion



erfolgen, falls dies nicht moglich ist, wird eine Bestrahlung mit etwa 60Gy empfohlen.
Alternativ kann bei nicht operablen Patienten auch eine kurative Radiotherapie
durchgefiihrt werden mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 40% in Stadium I. In
Stadium Il sollte neben einer adjuvanten Chemotherapie bei mediastinalem
Lymphknotenbefall eine postoperative Mediastinalbestrahlung durchgefihrt werden.
Bei operablen Tumoren kann eine praoperative (neoadjuvante) Induktions-
Chemotherapie oder Radiotherapie erwogen werden. Bei nicht resezierbaren, lokal
begrenzten Tumoren kann alternativ eine Platin basierte Chemotherapie in
Kombination mit einer Radiotherapie  durchgefihrt werden (Leitlinie:
“Lungenkarzinom - Pravention, Diagnostik, Therapie und Nachsorge" 2010, Felip E
et.al 2005).

Beim kleinzelligen Lungenkarzinom steht aufgrund der hohen Zellteilungsrate die
Chemotherapie im Vordergrund. Bei lokalisierten Erkrankungen (T1-2 NO-1) kann
eine Operation mit einer Chemotherapie und Radiatio des Schadels kombiniert
werden, ansonsten ist die Therapie der Wahl die Chemotherapie, ggf. in Kombination
mit einer Radiotherapie. Die SCLC sind charakterisiert durch eine initial hohe
Responserate auf Chemo- bzw. Radiotherapie, allerdings im Verlauf auch durch eine
Therapieresistenz bei metastasierten Erkrankungen (Leitlinie: “Lungenkarzinom -

Pravention, Diagnostik, Therapie und Nachsorge" 2010, Fruh et.al. 2013).



Tabelle 1: Klassifikation der Tumorstadien nach UICC 7. Auflage (Leitlinie

Lungenkarzinom, 2010)

UICC Stadium TNM Stadium
(Primartumor, Lymphknoten, Fernmetastasen)
Okkultes Karzinom Tx NO MO
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T1a NO MO
T1b NO MO
Stadium IB T2a NO MO
Stadium IIA T1a N1 MO
T1b N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
Stadium IIB T2b N1 MO
T3 NO MO
T3 gleicher Lappen NO MO
Stadium IIIA T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO

T3 gleicher Lappen N1 MO
T3 gleicher Lappen N2 MO
T4 Ausdehnung NO MO
T4 Ausdehnung N1 MO
T4 Herd ipsilateral NO MO
T4 Herd ipsilateral N1 MO

Stadium 111B Jedes T N3 MO
T4 Ausdehnung N2 MO
T4 Herd ipsilateral N2 MO

Stadium IV Jedes T Jedes N M1

2.3 Personalisierte Medizin und genetische Polymorphismen

Die personalisierte Medizin respektive individualisierte Diagnostik und Therapie sind

in den letzten Jahren ein zentrales Thema in der medizinischen Forschung
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geworden. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl eine erhohte
Tumorvaskularisation als auch die Expression von proangiogenetischen Faktoren
wie z.B. VEGF mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einer schlechteren
Prognose assoziiert sind. Weiters wurde gezeigt, dass genetische Polymorphismen
einen Einfluss auf Krankheitsverlauf und Therapieerfolg haben (Rosell et al. 2003).
Angiogenesefaktoren, welche an der Tumorangiogenese beteiligt sind, weisen
genetische Polymorphismen auf, welche biologisch aktiv sind und somit einen
Einfluss auf die Tumorangiogenese haben kdnnen. Maeda et al. konnten anhand von
VEGF zeigen, dass manche Polymorphismen die Proteinexpression beeinflussen
und andere Polymorphismen wiederum keine Wirkung auf die Expression zeigen
(Brown et al. 1997, Dvorak et al. 1995, Folkman et al. 1971, Maeda et al. 2013).

In einer Population entstehen durch Mutationen Variationen in der Genomsequenz.
Wenn der Unterschied hierbei lediglich im Austausch einer Base besteht, spricht man
von einem Single Nucleotide Polymorphismus (SNP), bei Verlust einer Base von
Deletionspolymorphismus und bei Einflgen einer Base von
Insertionspolymorphismus. Die SNPs koénnen im kodierenden oder im nicht
kodierenden Anteil eines Gens oder in Regionen zwischen den Genen auftreten.
Mutationen innerhalb des kodierenden Anteils des Gens kénnen entweder synonym
sein (Protein andert sich nicht) oder nicht synonym sein (Genprodukt andert sich).
Auch Mutationen in nichtkodierenden Teilen eines Gens kénnen z.B. das
Gensplicing, die Bindung von Transkriptionsfaktoren oder die Sequenz von nicht-
kodierender RNA  beeinflussen. Die verschiedenen Varianten innerhalb einer
Population im kodierenden Teil eines Gens bezeichnet man als Allel. Da Menschen
einen diploiden Chromosomensatz besitzen, kann eine Person homozygot (zwei
gleiche Allele) oder heterozygot (zwei verschiedene Allele) fir ein Allel sein. Je nach
Vererbungsmuster kann ein Allel dominieren oder es liegt eine Kodominanz vor
(Loffler/Petrides Biochemie und Pathobiochemie, 2014).

2.3.1 Untersuchte Polymorphismen und Signalwege

Um den Einfluss von Keimbahn-Polymorphismen bei Patienten mit NSCLC zu

untersuchen, wurden bereits vorbeschriebene Polymorphismen der VEGF-, PDGF-
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und eNOS Signalwege ausgewahlt. Voraussetzung fir die Auswahl der
Polymorphismen war, dass diese bereits gut dokumentiert und etabliert sein
mussten, gemaly vorangegangenen Publikationen maoglichst einen funktionellen
Einfluss auf mRNA Prozessierung, Stabilitdit oder die Translation der Zielgene
aufwiesen und bisher noch nicht auf ihren Wert als potentielle prognostische Marker
beim NSCLC untersucht worden waren. Weiterhin musste die seltenere homozygote
Allelfrequenz  mindestens 5% in kaukasischen Patientenkollektiven betragen
(National Center for Biotechnology Information Databank;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Insgesamt wurden sieben
Keimbahnpolymorphismen ausgewahlt und eine Genotypisierung in den NSCLC-
Proben der Patienten durchgefiihrt. (S1PR1 -1577 G>T, rs2038366; S1PR1 -532
C>G rsb9317557; VEGFR2 -2854 T>G, rs1551645; VEGFR2 +23408 A>C,
rs7655964; eNOS +894 G>T, rs1799983; eNOS Intron 4 VNTR; PDGFB +1135 A>C,
rs1800817)

Folgend werden die genannten Signalwege und die ausgewahlten Polymorphismen

detailliert beschrieben.

2.3.2 Die Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Platelet Derived
Growth Factor B (PDGF-B) Signalwege

Der VEGF Signalweg hat einen entscheidenden Einfluss sowohl auf die
physiologische als auch auf die pathologische Angiogenese etwa im Rahmen des
Tumorwachstums. VEGF gehoért zu einer Genfamilie, welcher VEGFA, VEGFB,
VEGFC, VEGFD und der Plazentare Wachstumsfaktor (PLGF) angehéren. VEGFA
spielt eine Schllsselrolle in der Angiogenese, VEGFC und VEGFD in der
Lymphangiogenese. VEGF fordert bei GefalRendothelzellen (EC) Proliferation,
Migration und fiihrt zu einer Anderung der Genexpression. Gleichzeitig jedoch
bewirkt VEGF bei Endothelzellen eine Hyperpermeabilitat, wodurch Plasmaproteine
in den extravasalen Raum gelangen und extravasales Fibrinogen polymerisiert. Das
extravasale Fibrin dient als eine provisorische Matrix, die das Wachstum von neuen
Blutgefallen und Mesenchymzellen férdert, welche wiederum zur Entstehung eines

reifen und vaskularisierten Stromas beitragen. Die durch VEGF ausgeloste
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Hyperpermeabiltat und der Ubertritt von Plasmaproteinen in den extravasalen Raum
scheinen somit eine zentrale Rolle in der Angiogenese zu spielen (Ferrara et al.
2003, Dvorak et al. 1995). Die VEGF Genexpression wird beeinflusst durch den
Sauerstoffpartialdruck, wobei geringe Sauerstoffpartialdricke die VEGF mRNA
Expression induzieren. Auch eine Reihe von Wachstumsfaktoren und Onkogenen
spielen eine Rolle in der Regulation der VEGF Expression, hierzu gehdéren der
Epidermal Growth Factor (EGF), der Transforming Growth Factor alpha und beta
(TGF), der Insulin like Growth Factor 1 (IGF-1) sowie der Platelet Derived Growth
Factor (PDGF) (Ferrara et al. 2003).

VEGF vermittelt seine Wirkung Uber die Tyrosinkinase Rezeptoren VEGFR-1 und
VEGFR-2. Hierbei scheint die VEGFR-2 Aktivierung entscheidend fir die
Angiogenese zu sein (Ferrara et al. 2003). Der VEGFR-2 Level korreliert mit der
Wachstumsrate, der Mikrogefaldichte, Proliferation sowie mit der
Metastasierungswahrscheinlichkeit bei verschiedenen Tumoren (Takahashi et al.
1995, Hara et al. 2006).

Es gibt eine Reihe von funktionellen Keimbahnvariationen im VEGFR-2 Gen, von
diesen wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei ausgewahlt (-2854T>G, rs1551645 und
+23408 A>C, rs7655964), bei denen ein biologischer Effekt auf die DNA Bindung

respektive die mRNA Expression nachgewiesen werden konnte (Glubb et al. 2011).

Der Platelet derived Growth Factor (PDGF) ist ein Glykoprotein, welches von
Endothelzellen, Makrophagen, Fibroblasten und glatten GefalRmuskelzellen
produziert wird. Es liegt vor als Hetero- oder Homodimer, bestehend aus PDGF-A
oder PDGF-B Ketten, welche kovalent durch Disulfidbriicken gebunden sind. Es
besteht somit eine AA, BB oder AB Isoform. Seit kurzem ist auch eine PDGF-C sowie
PDGF-D Kette bekannt, wodurch zwei weitere Isoformen hinzukommen (PDGF-CC
und PDGF-DD) (Andrae et al. 2008). Bei PDGF-C und PDGF-D sind keine
Heterodimere bekannt. Samtliche PDGFs haben eine gemeinsame typische
Wachstumsfaktordomane. Diese ist beteiligt an der Dimerisierung der zwei
Untereinheiten, Rezeptorbindung und Aktivierung. Die Wachstumsfaktordomane der
PDGFs zeigt eine hohe Ubereinstimmung mit der entsprechenden Doméne der
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Wachstumsfaktoren mit einer Lange von
in etwa 100 Aminosauren. Diese homologe VEGF/PDGF Domane ist eine evolutionar

in zahlreichen Organismen wie z.B. auch in der Drosophila anzutreffende
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Aminosaurestruktur. Wenn man die verschiedenen PDGF Ketten miteinander
vergleicht, erkennt man, dass diese im Laufe der Evolution durch Duplikation von
Ursprungsgenen entstanden sind. Die Gene, die fur PDGF kodieren, finden sich auf
vier verschiedenen Chromosomen. Die Gene, die fur PDGF-A sowie PDGF-B
codieren, finden sich auf Chromosom 7 und 22, wahrend PDGF-C und-D auf
Chromosom 4 und 11 beheimatet sind. Die Gene fir PDGF-A und —B bestehen aus
7 Exons. Exon 1 entspricht der Signalsequenz, Exon 2 und 3 sind
Prakursorsequenzen, die beim Prozessieren im Golgi Apparat entfernt werden. Exon
4 und 5 entsprechen der Wachstumsfaktor Domane und Exon 6 entspricht der C-

terminalen Sequenz (Fredriksson et al. 2004).

2
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Abbildung 2: Struktur der Gene, die fur die PDGF-Ketten kodieren. Die Exons, die flr
die VEGF/PDGF Domane kodieren sind gelb markiert. PDGF-A hat durch

alternatives Splicing zwei Isoformen (Li et.al 2003).

Die PDGF Gene werden in verschiedenen Geweben im Koérper exprimiert mit einem
einzigartigen Expressionsmuster fir jede Isoform in den verschiedenen Organen.
PDGF-A wird in den meisten Gewebearten exprimiert, am starksten in Herz,
Pankreas und Skelettmuskel. PDGF-B wird ebenfalls am meisten in Herz und
Plazenta exprimiert, aber auch im Vergleich zu den anderen Isoformen am starksten
in der Lunge. Die Rezeptoren des PDGF heilRen PDGFR-alpha sowie PDGFR-beta,

es handelt sich hierbei um Tyrosinkinaserezeptoren (Fredriksson et.al 2004).

14



In Studien zeigte sich, dass PDGF-B beteiligt ist an der Rekrutierung von Perizyten in
Gehirnkapillaren sowie glomerularen Nierenkapillaren. Es zeigte sich, dass die
endotheliale Expression von PDGF-B lediglich auf unreife Kapillaren sowie das
Endothel von wachsenden Arterien beschrankt war. Diese Beobachtungen zeigen
die Rolle von PDGF-B in der Zellproliferation von glatten Muskelzellen und Perizyten
(Hellstrom et.al 1999).

Wikd type
PDGF-B drvan
vSMC prolferatior ;
and migration

vSMC induction

Abbildung 3: Bedeutung von PDGF-B in der Neovaskulogenese: Undifferenzierte
Mesenchymzellen (grau) umschlieRen das neu entstandene Endothelialrohr (gelb)
und vereinigen sich zur Gefallwand (rot). PDGF-B wird von den Endothelzellen
freigesetzt, es kommt zur Proliferation und Migration der glatten Muskelzellen. Bei
Mangel an PDGF-B kommt es zu einer verminderten Proliferation und Migration der

Pericyten und glatten Muskelzellen (Hellstrdm et al. 1999).

Es konnte gezeigt werden, dass PDGF neben der Vaskulogenese auch eine wichtige
Rolle in der Lymphangiogenese spielt und in weiterer Folge somit auch in der
lymphogenen Metastasierung. In Experimenten mit der Kornea von Mausen konnte
beobachtet werden, dass sowohl PDGF-A als auch PDGF-B das Wachstum von
lymphatischen Gefalten induzieren (Cao et al. 2004). In einer Studie konnte
nachgewiesen werden, dass bei Patienten mit NSCLC und

Lymphknotenmetastasierung, die Expression von PDGF-A sowie auch die des
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Rezeptors PDGFR-alpha signifikant erhdht ist. Die PDGF-A Expression korreliert laut
Donnem et al. somit mit der Lymphknotenmetastasierung (Donnem et al. 2010).

Es zeigte sich weiter, dass PDGF-A ein essenzieller autokriner Regulator fir die
VEGF-A Expression ist (Shikada et al. 2005).

Wahrend VEGF-A bekanntermallen an der Angiogenese beteiligt ist, hat sich
herausgestellt, dass es auch eine Rolle in der Lymphangiogense spielt (Donnem et
al. 2009).

Donnem et al. konnten weiterhin zeigen, dass die Expression von PDGF-B
zusammen mit VEGF 3 mit einer signifikant schlechteren Uberlebensrate bei
Patienten mit NSCLC einhergeht. Die Autoren vermuten, dass der prognostische
Wert der proangiogenetischen Faktoren abhangig ist von der Tumorgréf3e und es
konnte gezeigt werden, dass PDGF-B ein starker unabhangiger prognostischer
Faktor in T2a Tumoren ist (Donnem et al. 2010).

Im PDGF-B Gen wurde ein SNP in Intron 1 an Position +1135C/A (rs1800817)
untersucht. Dieser soll gemal vorangegangener Untersuchungen die Affinitat von
PDGF-B zu seinem Rezeptor PDGFR-3 beeinflussen, wobei die exakte funktionelle
Aktivitat noch nicht abschlieRend geklart ist (Ben-Ari et al. 2006; Tambur et al. 2006).

2.3.3 Der endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthetase (eNOS) Pathway

Die endotheliale Stickstoffmonoxid Synthetase (eNOS) ist ein Stickstoffmonoxid
produzierendes Enzym, dass die Angiogenese und Vaskulogenese fordert. Eine
Reihe von proangiogenetischen Wachstumsfaktoren wie VEGF, PDGFB, S1P und
Angiopoietin1 (Ang1) fuhrt zur Aktivierung der eNOS (Duda et al. 2004).

VEGF und PDGFB aktivieren eNOS indirekt durch einen Anstieg der Sphingosin 1-
Phosphat Rezeptor 1 (S1PR-1) Dichte auf Endothelzellen (Igarashi et al. 2003). Die
Aktivierung wird vermittelt durch eine erhohte intrazellulare Calciumkonzentration.
ENOS katalysiert als Enzym die Oxidation von L-Arginin zu L-Citrullin und
Stickstoffmonoxid (NO). Das NO beeinflusst eine Reihe physiologischer Funktionen
wie Neovaskularisation, Gefal3tonus, Plattchenaggregation, Gefallpermeabilitat und

Leukozyten-Endothel Interaktion (Férstermann et al. 2012).
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Abbildung 1: Induktion Neovaskularisation durch eNOS (Duda et al. 2004)

Es wurden zwei SNPs im eNOS Gen untersucht. Ersterer befindet sich in Exon 7
(+849T/G, rs1799983) und fuhrt in vivo experimentell bei einer vendsen
Okklusionsplethysmographie der Brachialarterie zu einer verminderten basalen NO-
Produktion (Veldman et al. 2002). Der zweite Polymorphismus ist ein
Tandemrepeatpolymorphismus (VNTR-Variable Number Tandem Repeat) in Intron 4
des eNOS Gens (NOS3). Eine hohe Repeatsequenz fuhrt hierbei laut in vitro
Untersuchungen in humanen aortalen Endothelzellen zu einer verminderten eNOS
MRNA Expression (Zhang et al. 2008). In einer Studie von Fuijita et al. konnte gezeigt
werden, dass der VNTR Polymorphismus bei Patienten mit fortgeschrittenen NSCLC
signifikant mit der Uberlebensrate assoziiert ist. Der am weitesten verbreitete
Genotyp b/b hat eine schlechtere Prognose als der a-Allel Typ. Die Autoren glauben,
dass beim kurzeren a-Allel Typ geringere Mengen an 27-nt small RNA produziert
werden, welche aufgrund von Histon Acetylierung und DNA Methylierung die m-RNA
Produktion verringern (eine klrzere Repeatsequenz besitzt ein hdheres Level an
eNOS mRNA Produktion) (Zhang et al. 2008, Fujita et al. 2010). Eine mdgliche
Erklarung hierfur konnte sein, dass NO welches von eNOS produziert wird,
bekanntermalRen durch DNA Schaden zytotoxisch auf Tumorzellen wirkt. (Sonveaux
et.al 2009) Mortensen et.al konnten zeigen, dass bei pramenopausalen Patientinnen
mit Mamma-Karzinom in peritumoralen MikrogefaRen immunreaktiv eNOS exprimiert

wurde und dass dies ein positiver prognostischer Faktor war (Mortensen et al. 1999).
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Das Gen fur den Rezeptor der Sphingosine 1-Phosphatase S1PR1 weist zwei SNPs
im Promotor auf (-1577G/T, rs2038366 und -532C/G, rs59317557), welche in vitro
die Rezeptorexpression beim Menschen beeinflussen und einen Einfluss auf die
Sensitivitat, der durch VEGF und PDGF vermittelten Induktion des S1PR-1 haben.
Als Antwort auf Wachstumsfaktoren wie PDGF und VEGF kommt es beim -532C/G
Polymorphismus zu einer erhdhten Transkription von S1PR1 (Sun et.al 2010). VEGF
und PDGF aktivieren eNOS sowohl direkt als auch indirekt Gber eine Erhéhung des
S1PR1 in den Endothelzellen (Igarashi et.al 2003; Igarashi et.al 2007).
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3. Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Die Studie wurde von der Hamburger Arztekammer genehmigt und ist in
Ubereinstimmung mit den Empfehlungen fiir prognostische Tumormarkerstudien
(Reporting recommendations for tumor marker prognostic studies - REMARK) (Mc
Shane et al. 2005). Es wurden insgesamt 554 Patienten (n=554), welche von 1996
bis 2012 aufgrund eines primaren nicht kleinzelligen Bronchialkarzinoms operativ
behandelt wurden, fliir den Einschluss in die Studie evaluiert. Die Ausschlusskriterien
fur die Studie umfassten synchrone maligne Zweiterkrankungen, palliative
Operationen, andere histopathologische Diagnosen als Adenokarzinom oder
Plattenepithelkarzinom der Lunge, nicht vorhandene DNA-Proben oder ein fehlendes
schriftiches Einverstandnis der Patienten. Das Studienkollektiv umfasste
schlussendlich 228 Patienten. Die klinisch-pathologischen Daten wurden einer
prospektiven Datenbank entnommen und die Nachsorge Daten wurden durch
Befragung von Hausarzten oder der Patienten in der Nachsorgeambulanz akquiriert.
Alle Patienten wurden ruckwirkend nach der aktuell gultigen siebenten Version der
TNM Klassifikation eingeteilt (Ma et al. 2001). Die Patienten mit einem Stadium = |l
(Tabelle 1) erhielten nach 2004 eine adjuvante Chemotherapie mit Cisplatin und
Vinorelbin. Patienten mit einem Stadium |b erhielten eine adjuvante Therapie bei
einer Tumorgrofle >4cm sowie bei Lymphknotenbefall (L+) oder Veneninvasion (V+).
Eine auf die adjuvante Chemotherapie folgende Bestrahlung (50-60Gy) wurde

abhangig vom Gesamtzustand des Patienten nach der Operation durchgefihrt.

3.2 DNA Extrahierung und Genotypisierung

Die DNA wurde aus EDTA-Blut nach einem Standardverfahren mit Hilfe des QlAamp
kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert. Die DNA Konzentration wurde mit dem
NanoDrop® ND-1000 Spektrophotometer (Wilmigton, Deutschland) bestimmt. Dann
wurden die DNA Proben mit sterilem Wasser (DNase frei, RNase frei, Sigma-
Aldrich®, USA) auf eine Konzentration von 10ng/ul verdinnt und bei einer

Temperatur von -80°C gelagert.
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Die Polymerasekettenreaktion (PCR) stellt die Basis der Genotypisierung dar. Die
PCR ist ein Verfahren zur in vitro Vervielfaltigung von definierten DNA-Abschnitten.
Zur Durchfuhrung einer PCR benétigt man DNA mit dem zu vervielfaltigenden
Abschnitt sowie 2 Primer, welche den Startpunkt der Reaktion auf den 2 DNA
Strangen bilden. Ein weiterer wichtiger Bestandteil ist die DNA-Polymerase (zb. Taq
Polymerase), diese ist ein Enzym, welches die Replikation katalysiert. Eine wichtige
Anforderung an die Polymerase ist, dass sie auch bei hohen Temperaturen nicht
zerstort wird, weshalb sie aus thermophilen Bakterien gewonnen wird. Es werden
auBRerdem Desoyribonukleinsauretriphosphate zum Aufbau des neuen DNA
Stranges, Mg2+ lonen sowie eine Pufferldsung bendtigt. Das oben genannte
Reaktionsgemisch wird in einem sogenannten Thermocycler erhitzt auf eine
Temperatur, die zur Denaturierung des Original-DNA Stranges fuhrt und die
Polymerasekettenreaktion in Gang setzt. Die Reaktion setzt sich aus 3 Abschnitten
zusammen. Der erste Schritt ist die Denaturierung bei einer Temperatur von ca 94-
96°C, hierbei wird die doppelstrangige DNA durch Auflésung der
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Einzelstrangen getrennt. Der zweite
Schritt ist die Hybridisierung der Primer mit den Einzelstrangen, welche bei einer
niedrigeren Temperatur erfolgt. Als letzter Schritt erfolgt die Elongation
(Amplifikation), hierbei katalysiert die DNA-Polymerase die Synthetisierung eines
zweiten DNA Stranges. Die freien Nukleotide binden am 3" Ende des Primers und im
weiteren Verlauf der Amplifikation binden die freien Nukleotide am 3'Ende des
vorangegangenen Nukleotids. Diese drei Schritte werden mehrfach wiederholt. Das
PCR Produkt kann anschlielend klassisch in ein Agarose-Gel eingebracht und
anschlieRend eine Spannung angelegt werden. Aufgrund der Ladung der DNA
Fragmente bewegen sich diese in Richtung des Pluspoles. Da die DNA Fragmente
sich, abhangig von ihrer Lange, mit unterschiedlicher Geschwindigkeit bewegen,
werden diese somit aufgetrennt. Die Lange der PCR Produkte kann mittels einer
DNA Leiter festgestellt werden, die DNA Fragmente mit bekannter Grolie enthalt und

ebenfalls mit den zu untersuchenden Proben in der Elektrophorese mitlauft.
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Abbildung 2: Schema DNA Gel-Elektrophorese (www.fginfo.tu-berlin.de)

Eine Weiterentwicklung der klassischen Elektrophorese zur Analyse von gréfleren
Mengen an DNA im Sinne einer Hochdurchsatzmethode st die
Kapillarelektrophorese. Diese kann die Gel-Elekrophorese ersetzen und basiert auf
der Trennung von geladenen Teilchen im Rahmen der Bewegung in einem
Kapillarrohr unter Einfluss eines elektromagnetischen Feldes. Fir die PCR werden
Floureszenz-Farbstoff markierte Primer verwendet. Die Kettenabbruchprodukte
werden im Anschluss mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt, von einem Laser zur
Floureszenz angeregt und von einem Detektor registriert. Hierdurch ist es maoglich,
DNA Fragmente unterschiedlicher Lange anhand ihrer Floureszenz zu detektieren

(Nationales Genomforschungsnetz).

Eine weitere Option zur Genotypisierung stellt die real time (Echtzeit) PCR dar und
ermoglicht eine Quantifizierung der DNA mittels Floreszenz Farbstoffen. Haufig
werden hierbei TagMan® Sonden verwendet, im Reaktionsgemisch sind bereits
genotypspezifische Primer enthalten, die jeweils am 5" Ende ein Reporter-Fluorophor
enthalten, dessen Floureszenz durch einen Quencher mittels strahlungsfreier
Energietubertragung (FRET-Forster Resonanzenergietransfer) unterdrickt wird. Die
zur DNA-Probe kompatible Sonde hybridisiert wéahrend des PCR Zyklus mit der DNA
und die Tag-Polymerase baut aufgrund ihrer 5’3’ Exonukleaseaktivitdt das 5 Ende
der Sonde ab. Die Floureszenz des Reporters wird somit nicht mehr vom Quencher

unterdrickt und kann gemessen werden (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Real Time PCR mit TagMan® Sonden (www.wikipedia.org)

Die Genotypisierung der SNPs wurde gemall dem etablierten TagMan® Protokoll,
wenn mdoglich mit fertigen TagMan® Assays (Applied Biosystems, Carlsbad, USA),
durchgefuhrt. Jeder Lauf beinhaltete hierbei eine Positivkontrolle fir jeden Genotyp
mit Verifizierung mittels Sequenzierung.

Fir den PDFGF-B +1135 A>C Polymorphismus war kein fertiges Assay verflugbar.
Die Genotypisierung wurde hier mittels einer klassischen Polymerasekettenreaktion
(PCR) mit Gelelektrophorese, kombiniert mit einer Kapillarelektrophorese,
durchgefuhrt (Perrey et al. 1999). Fur die Detektierung des A zu C Polymorphismus
von PDGF-B +1135 wurde ein Gemisch aus drei Primern verwendet. Dieses
umfasste einen Sense Primer mit positiver Polaritat (5'-
TGTTCTCGGGTTCCCAAAGG-3) und zwei Antisense Primer mit negativer Polaritat
(5- ATTCATTACCTTCGCCCCCC-3' mit 5FAM  Modifikation und 5'-
ATTCATTACCTTCGCCCCCA-3" mit 5'HEX Modifikation). Die GréRe des PCR
Produkts umfasste 263 bp. Die internen Kontrollprimer haben das humane
Wachstumshormon Gen amplifiziert mittels eines Sense Primers (5'-
GCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3) und eines fluoreszierenden Antisense Primers
(5"-TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3") mit 5’'FAM Modifikation. Die GroRe des
PCR Produkts umfasste 429bp. Die PCRs wurden mit 10ul Reaktionsgemisch
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bestehend aus 10ng extrahierter DNA, 1mM Desoxyribonukleinsaure-3phosphat
Gemisch (Invitrogen, Darmstadt, Germany), 2uM Sense und Antisense Primer
(MWG, Ebersberg, Germany) und 8,5% Nuklease freien Wassers durchgefuhrt. Das
PCR-Protokoll bestand aus wiederholten Zyklen bei 95°, 55°, 59° und 72°C fir 35 bis
50 Sekunden. Die Grolke des amplifizierten DNA-Fragments wurde gemessen durch
Kapillarelektrophorese mittels eines ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Carlsbad, USA). Hierfur wurde ein Gemisch aus 0,1yl PCR Produkt,
40ml Formamid (HiDi) und 0,2ul Genescan-500ROX Standard fir 2 Minuten bei 94°C

denaturiert.

Der 27 Basenpaare grolte Tandemrepeatpolymorphismus (VNTR) auf Intron 4 des
eNOS Gens wurde mittels einer klassischen Polymerasekettenreaktion (PCR)
bestimmt. Hierfur wurde ein Sense Primer (5- AGGCCCTATGGTAGTGCCTTT-3")
und ein fluoreszierender Antisense Primer (5-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3') mit
5’FAM Modifikation verwendet. Die PCRs wurden mit einem 10 ul Reaktionsgemisch
bestehend aus 10ng extrahierter DNA, 2,5 uMol Desoxyribonukleinsaure-3phosphat
Mix (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland), 2,5uMol Sense und Antisense Primer
(MWG, Ebersberg, Deutschland), 0,025 U Ampli Tag Gold Polymerase (Applied
Biosystems, Carslbad, USA), 50% Dimethylsulfoxid Losung und Nuklease freiem
Wasser durchgefihrt. Die PCR beinhaltete wiederholte Zyklen bei 95°, 55° und
72°Celsius fur eine Dauer von 60 Sekunden bis 2 Minuten. Die Grofle des PCR
Produkts betrug entweder 392 Basenpaare bei einem kurzen 4-Wiederholungen
(Repeat) Allel oder 420 Basenpaare bei einem langen 5-Wiederholungen (Repeat)
Allel. Die Grolke des amplifizierten Fragments wurde auch hier mittels
Kapillarelektrophorese bestimmt. Zur Qualitdtskontrolle wurden 10% der
untersuchten Proben zufallig ausgewahlt und eine erneute Genotypisierung

durchgefihrt. Die Konkordanz der Ergebnisse betrug >98%.
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Abbildung 4+5: Beispiele flr Auswertung des VNTR Polymorphismus von eNOS
nach Kapillarelektrophorese mittels ABlI PRISM

Fur die PCR werden ein Sense Primer sowie ein floureszierender Antisenseprimer hinzugegeben. Es
entstehen zwei DNA-Produkte unterschiedlicher Lange: ein kurzes Allel mit 4 Wiederholungen und
einer Groéfle von 392 Basenpaaren und ein langes Allel mit 5 Wiederholungen und einer Gréfle von
420 Basenpaaren. Mittels der Anregung des floureszierenden Primers durch einen Laser und der
Aufzeichnung durch einen Detektor kann die Lange der DNA Fragmente gemessen werden.

In der Probe in Abbildung 4 kann man zwei Ausschlage bei 420 Basenpaaren erkennen, was
bedeutet, dass diese Probe homozygot flir das lange Allel ist. In Abbildung 5 erkennt man einen
Ausschlag bei 392 Basenpaaren und einen bei 420, diese Probe besitzt somit ein kurzes und ein

langes Allel und ist somit heterozygot.

3.3 Statistische Verfahren

Fir die statistische Analyse wurde SPSS 21.0 fur MAC (SPSS Inc., Chicago, IL)
genutzt. Mithilfe des Chi-Quadrat-Tests wurde eine etwaige Korrelation zwischen
Polymorphismen und klinisch-pathologischen Daten untersucht. Homozygote und
heterozygote  Risikogenotypen  wurden, im Falle einer homozygoten
Risikogenotypfrequenz von <10% zusammen in einem dominanten Modell
kombiniert. Die Uberlebenskurven der Patienten wurden anhand der Kaplan-Meier
Methode erstellt und mittels log Rank Test analysiert. Die Daten fiir das Uberleben
werden dargestellt als Mittelwerte mit einer Standardabweichung und einem

Konfidenzintervall von 95% (95% KI) sowie als Zahl der Risikopatienten (Number of
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patients at risk). Durchschnittswerte werden insbesondere angegeben und
gekennzeichnet fiir den Fall, dass die mediane Uberlebenszeit nicht erreicht wird.

Als Gesamtliberlebenszeit (Overall Survival - OS) wird jener Zeitraum bezeichnet
vom Tag der Operation bis zum Tod oder dem letzten Kontakt, je nachdem welches
Ereignis innerhalb der ersten 60 Monate als erstes auftrat. Als rezidivfreie
Uberlebenszeit (Disease Free Survival - DFS) wurde jener Zeitraum definiert,
beginnend vom Tag der Operation bis zum Datum der Diagnose eines Rezidivs, des
letzten Kontakts zum Patienten oder des Todes, je nachdem welches Ereignis als
erstes innerhalb der ersten 60 Monate auftrat.

Patienten, die innerhalb von 30 Tagen nach der Operation verstorben sind
(Krankenhausmortalitat) sowie lebende Patienten ohne Rezidiv beim letzten Kontakt
oder nach 60 Monaten wurden zensiert. Fur die multivariate Analyse wurde das Cox
Regressions Modell genutzt. Die Resultate wurden als Hazard-Ratio und mit einem
Konfidenzintervall von 95% angegeben. Als signifikant werden Ergebnisse mit einem

p-Wert von <0,05 bei zweiseitigem Test angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1 Studienkohorte

Die ursprungliche Studienkohorte setzte sich aus 228 kaukasischen Patienten, die
von 1996 bis 2012 behandelt wurden, zusammen. Das mediane Alter der
Studienpopulation betrug 64,4 Jahre (37,5- 91,9 Jahre). Keiner der Patienten erhielt
eine neoadjuvante Therapie. In der Studienkohorte fanden sich elf Patienten mit
Fernmetastasen (singulare Hirnmetastasen, Operation des Primarius nach
neurochirurgischer Resektion) und insgesamt 21 Patienten zeigten positive
Resektionsrander nach der Operation. Es wurden 14 Patienten, die innerhalb von 30
Tagen nach der Operation verstorben sind (perioperative Mortalitat), aus der
Uberlebensanalyse ausgeschlossen. Schlussendlich setzte sich die
Studienpopulation fiir die Uberlebensanalyse aus 214 Patienten zusammen, von
denen 120 ein Adenokarzinom und 94 ein Plattenepithelkarzinom hatten. Eine
adjuvante Therapie erhielten 74 Patienten und 125 Patienten entwickelten ein
Rezidiv. Es starben 114 Patienten im Median nach 32,4 Monaten (95%
Konfidenzintervall zwischen 1,1 und 147,6 Monaten) im Nachsorgezeitraum. Die
detaillierten klinisch-pathologischen und Uberlebensdaten finden sich in Tabelle 2 fir
die gesamte Studienpopulation, in Tabelle 3 fir die Subgruppe der
Adenokarzinompatienten sowie in Tabelle 4 fur die Subgruppe der

Plattenepithelkarzinompatienten.
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Alter,Jahre
<60

260
Geschlecht
Mannlich
Weiblich
Zelltyp

AC

SqCC
Grading

I‘\

I

1]

Tumor-
stadium

Residual
Tumor

RO
R1

Adjuvante
Therapie
Ja

Nein

Tabelle 2. Klinisch-Pathologische Charakteristika und klinische Ergebnisse
Rezidivfreies Uberleben

n=214

81
133

144
70

120
94

113
93

80
61
63
10

195
19

140
74

Monate(95% Ki)

31.7 (18.87-44.53)
24.0 (13.66-34.35)

22.6 (15.69-29.51)
32.4 (18.60-46.20)

26.2 (13.96-38.45)
26.0 (16.12-35.88)

39.9 (29.02-50.78)
12.9 ( 4.75-21.06)

41.0 (35.72-46.17)*
42.6 (35.96-49.24)
5.9 ( 0.0-12.84)

31.7 (21.63-41.77)
9.4 ( 0.0-33.15)

38.5 (26.55-50.45)
18.8 (10.09-27.51)

HR (95% KI)

Referenz
1.21 (0.84-1.75)

Referenz
0.98 (0.67-1,42)

Referenz
0.97 (0.68-1.38)

Referenz
1.83 (1.28-2.60)

Referenz
1.48 (0.91-2.42)
3.79 (2.45-5.86)

Referenz
2.06 (1.22-3.48)

Referenz
1.48 (1.03-2.11)

p?

0.306

0.901

0.871

0.001

<0.001

0.006

0.032

Gesamtiberleben

Monate (95% KI)

40.6 (20.97-60.23)
32.4 (20.45-44.35)

29.8 (20.08-39.52)
42.7 (25.86-59.55)

38.8 (30.03-47.57)
29.8 (22.10-37.51)

40.3 (36.16-44.33)*
18.1 ( 9.02-27.18)

42.6 (37.60-47.58)*
53.2 (32.80-73.60)
16.4 (8.62 -24.18)

38.5 (28.17-48.83)
10.5 ( 0.0-26.43)

43.3 (30.80-55.80)
26.6 (21.79-45.29)

HR (95% KI)

Referenz
1.34 (0.91-1.97)

Referenz
0.79 (0.53-1.18)

Referenz
1.10 (0.76-1.59)

Referenz
1.97 (1.36-2.85)

Referenz
1.33 (0.80-2.22)
3.02 (1.93-4.72)

Referenz
2.09 (1.21-3.60)

Referenz
1.28 (0.88-1.86)

p?

0.143

0.245

0.606

<0.001

<0.001

0.007

0.203

a, p Werte basieren auf dem Log Rank Test; 1, Frequenzen< 10% werden zusammengefasst in einem dominanten Modell; HR, Hazard
Ratio; Kl, Konfidenz Intervall; *, Durchschnitt, Median wurde nicht erreicht.
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Tabelle 3. Klinisch-Pathologische Charakteristika und Klinisches Ergebnis - AC Subgruppe

Rezidivfreies Uberleben

Alter, Jahre
<60
260
Geschlecht
Mannlich
Weiblich
Grading
|1
I
1]

Tumor
Stadium

I
Il

n'
V'

Residual
Tumor

RO
R1

Adjuvante
Therapie

Ja

Nein

n=120

52
68

74

46

55
57

53
27
31

114

76
44

Monate(95% Kil)

38.4 (22.12-54.68)
20.4 (12.43-28.37)

20.4 (11.16-29.64)

38.8 (28.30-49.31)

43.3 (28.93-57.67)
11.8 ( 2.46-21.14)

40.2 (33.76-46.64)"

43.3 (36.77-49-83)
8.3 ( 6.60-10.05)

26.2 ( 9.74-42.67)
1.7 ( 0.0-31.95)

38.8 (28.80-48.80)
11.8 (3.16-20.44)

HR (95% KI)

Referenz
1.26 (0.78-2.05)

Referenz
0.82 (0.50-1.34)

Referenz
2.17 (1.34-3.52)

Referenz
1.34 (0.68-2.76)
4.90 (2.78-8.66)

Referenz
1.68 (0.67-4.20)

Referenz
1.74 (1.08-2.81)

p?

0.344

0.429

0.001

<0.001

0.259

0.021

Gesamtuberleben

Monate(95% Ki)

42.9 (25.39-60.41)
26.6 ( 5.77-47.43)

26.6 (12.09-41.11)
45.4 (29.67-61.13)

43.4 (38.15-48.70)*
18.1 ( 9.79-26.41)

41.8 (35.62-47.92)"
43.3 (22.79-63.82)
19.7 ( 5.79-33.61)

38.8 (29.30-48.30)
10.5 ( 0.00-59.71)

43.3 (35.32-51.28)
24.5 (11.23-37.77)

HR (95% KI)

Referenz
1.54 (0.91-2.61)

Referenz
0.63 (0.37-1.08)

Referenz
2.45 (1.45.412)

Referenz
1.20 (0.58-2.49)
2.96 (1.66-5.28)

Referenz
1.33 (0.48-3.69)

Referenz
1.35(0.81-2.26)

p?

0.105

0.092

0.001

<0.001

0.578

0.245

a, p Werte basieren auf dem Log Rank Test; 1, Frequenzen< 10% werden zusammengefasst in einem dominanten Modell; HR, Hazard

Ratio; Kl, Konfidenz Intervall; *, Durchschnitt, Median wurde nicht erreicht.

Tabelle 4. Klinisch-Pathologische Charakteristika und Klinisches Ergebnis - SqCC Subgruppe

Rezidivfreies Uberleben

Alter, Jahre
<60

260
Geschlecht
Mannlich
Weiblich
Grading

I‘\

I

1]

Tumor-
Stadium

I
I

n'
V'

Residual
Tumor

RO
R1

Adjuvante
Therapie
Ja

Nein

n=9

4
29
65

70
24

58
36

27
34
32

81
13

64
30

month (95% KI)

25.9 (10.90-40.90)
26.0 (13.31-38-69)

26.0 (13.31-38.69)

24.2 ( 2.11-46.29)

34.3 (14.29-54.31)
15.4 ( 0.53-30.27)

42.0 (32.91-51.04)*

42.4 (20.21-64.59)
12.3( 6.90-17.7)

34.3 (17.44-51.16)
9.4 ( 0.00-29.01)

34.3 (17.06-51.54)
21.5(14.59-28.41)

HR (95% KI)

Referenz
1.15 (0.64-2.05)

Referenz
1.25(0.70-2.23)

Referenz
1.48 (0.87-2.51

Referenz
1.73 (0.8-3.72)
3.31 (1.59-6.88)

Referenz
2.32 (1.19-4.54)

Referenz
1.24 80.72-2.14)

p?

0.640

0.450

0.148

0.002

0.011

0.432

Gesamtuiberleben

month (95% KI)

29.8 (20.11-39.49)
32.4 (21.66-43.14)

29.9 (18.32-41.48)

29.2 (23.34-35.06)

34.3 ( 6.53-62.07)
15.8 ( 0.32-31.28)

43.7 (34.97-52.35)"

54.0 ( 8.96-99.04)
16.4 ( 7.7-25.06)

36.5 (12.89-60.11)
10.1 ( 0.00-27-25)

42.4 (16.03-68.78)
27.9 (22.16-33.64)

HR (95% KI)

Referenz
1.11 (0.62-2.00)

Referenz
1.09 (0.59-2.01)

Referenz
1.58 (0.92-2.72)

Referenz
1.52 (0.70-3.31)
3.17 (1.52-6.58)

Referenz
2.61(1.33-5.13)

Referenz
1.18 (0.68-2.06)

p?

0.730

0.776

0.091

0.002

0.004

0.551

a, p Werte basieren auf dem Log Rank Test; 1, Frequenzen< 10% werden zusammengefasst in einem dominanten Modell; HR, Hazard

Ratio; Kl, Konfidenz Intervall; *, Durchschnitt, Median wurde nicht erreicht.
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4.2 Polymorphismen

Es wurden sieben Keimbahn Polymorphismen untersucht. Der S1PR1 -532 C>G und
der eNOS +894 G>T Polymorphismus wurden, da sie sich nicht im Hardy Weinberg
Gleichgewicht befanden, von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die Allel-
Frequenzen der Ubrigen Polymorphismen haben mit den in der “National Center for
Biotechnology Information Databank® (http://www.ncbi.nim.nih.gov) publizierten
Allelfrequenzen Ubereingestimmt.

Die Analyse des PDGF-B +1135 A>C Polymorphismus zeigte eine signifikante
Korrelation mit Tumorrezidiven (p=0,025) und der Mortalitat (p=0,016) bei
Anwesenheit eines C Allels in der Subgruppe der Adenokarzinome. Keine weiteren
histopathologischen  Korrelationen  waren evident. In  der univariaten
Uberlebensanalyse in der Subgruppe der Adenokarzinome zeigte sich, dass
Patienten mit einem C-Allel eine kiirzere rezidivfreie Uberlebenszeit mit 14,8
Monaten gegentber 41,0 Monaten hatten (p=0,018; Tabelle 5, Abbildung 6). Es
zeigte sich aulerdem eine kirzere Gesamtlberlebenszeit mit 34,6 Monaten
gegenuber 41 Monaten (der Median wurde nicht erreicht, p 0,011; Tabelle 6;
Abbildung 7). Fur die Subgruppe der Plattenepithelkarzinome fand sich keine
signifikante Korrelation in der Studienkohorte (Tabelle 5,6).

In der multivariaten Analyse wurde ebenfalls die Anwesenheit des C-Allel als
negativer prognostischer Faktor fir das rezidivfreie Uberleben (p=0,008, HR 2,08)
und das Gesamtliberleben (p=0,006, HR 2,24) in der Adenokarzinom-Subgruppe
identifiziert. Die Ergebnisse wurden stratifiziert nach Alter, Geschlecht, Grading,

Tumorstadium und Resektionsstadium (Tabelle 7; Abbildung 8+9).

Von den restlichen analysierten Polymorphismen zeigte der eNOS VNTR
Polymorphismus mit finf Wiederholungen eine signifikante Korrelation mit
Lymphknotenmetastasen (N+) in der Subgruppe der Plattenepithelkarzinome
(p=0,014). Das homozygote VEGFR2 +23408 A-Allel zeigte eine signifikante
Korrelation mit dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen und einem
fortgeschrittenen Tumorstadium in der gesamten Studienkohorte und der
Plattenepithelkarzinom Subgruppe (p=0,012, p=0,019 respektive p=0,029 und
0,047). Ansonsten waren keine weiteren signifikanten Korrelationen mit der

Gesamtliberlebenszeit oder dem rezidivfreien Uberleben feststellbar (Tabelle 5,6).
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n=214

PDGFB +1135 A>C

AA 107 (50.0)
AC' 89 (41.6)
cc' 18 (8.4)

VEGFR2 -2854 T>G

T 93 (43.5)
GT 92 (43.0)
GG 29 (13.5)

VEGFR2 +23408 A>C

AA 114 (53.3)
AC? 89 (41.6)
cc? 11( 5.1)

eNOS 27bp VNTR

Lang 153 (71.5)
Lang/Kurz® 57 (26.6)
Kurz® 4(1.9)

S1PR1-1577 G>T

GG 91 (42.5)
GT 93 (43.5)
T 30 (14.0)

Tabelle 5. Polymorphismen und Rezidivfreies Uberleben

Alle

Monate (95% KI)

32.1 (20.38-43.82)
24.2 (11.07-37-33)

25.8 (14.05-37.55)
32.4 (18.65-46.16)
24.0 ( 9.32-3.68)

19.1 ( 7.01-31.19)
32.4 (19.63-45.17)

26.5 (19.11-33.89)
22.1( 0.00-47.18)

26.0 (17.12-34.88)
32.7 (17.65-47.76)
21.5(10.94-32.06)

P

0.196

0.262
0.371

0.223

0.650

0.641

0.729

n=120

60 (50.0)
49 (40.8)
11( 9.2)

56 (46.7)
47 (39.2)
17 (14.1)

64 (53.3)
51 (42.5)
5(4.2)

83 (69.2)
35 (29.2)
2( 1)

47 (39.2)
57 (47.5)
16 (13.3)

AC

Monate (95% Kil)

41.0 (14.56-67.44)
14.8 ( 2.83-26.78)

31.7 (18.13-45.28)
20.70 ( 8.23-33.17)
35.5 (22.80-48-14)"

17.1 (2.34-31.86)
32.7 (16.70-48-70)

22.1( 0.00-50.12)
26.5 (15.08-37.92)

19.1( 7.10-31.10)
38.4 (22.53-54.27)
34.3 (21.76-46.82)*

P

0.018

0.954
0.290

0.364

0.923

0.514

0.428

n=94

47 (50.0)
40 (42.6)
7(74)

37 (39.4)
45 (47.9)
12 (12.7)

50 (53.2)
38 (40.4)
6( 6.4)

70 (74.5)
22 (23.4)
2(2.1)

44 (46.8)
36 (38.3)
14 (14.9)

sqcc

Monate (95% Kil)

24.0 (11.24-36.76)
28.0 ( 9.82-46.18)

15.4 ( 2.76-40.44)
42.4 (28.18-56.62)
21.6 ( 2.76-40.44)

21.6 ( 4.76-38.43)
28.4 ( 8.78-48.02)

28.0 (18.48-37.52)
21.6 ( 0.00-60.63)

28.4 (16.91-39.90)
25.8 (10.72-40.88)
21.5(13.32-29.68)

P

0.550

0.147
0.757

0.421

0.626

0.880

0.706

1-3, Polymorphismen mit einer Genotypfrequenz (homozygotes minor Allel) <10% werden zusammengefasst in einem dominanten Modell; +,
Durchschnitt, Median wurde nicht erreicht; in Klammern Prozentwerte angegeben; AC, Adenokarzinom; PDGFB, platelet-derived growth factor
beta polypeptide; KI, Konfidenz Intervall; eNOS, endotheliale Stickstoffmonoxid Synthetase 3; SqQCC: Plattenepithelkarzinom; S1PR1,

sphingosine 1-phosphate receptor 1; VEGFR2, vascular endothelial growth factor receptor 2
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n=214

PDGFB +1135 A>C

AA 107 (50.0)
AC* 89 (41.6)
CCH 18 (8.4)

VEGFR2 -2854 T>G

T 93 (43.5)
GT 92 (43.0)
GG 29 (13.5)

VEGFR2 +23408 A>C

AA 114 (53.3)
AC* 89 (41.6)
CCH 11( 5.1)

eNOS 27bp VNTR

Lang 153 (71.5)
Lang/Kurz* 57 (26.6)
Kurz* 4(1.9)

S1PR1-1577 G>T

GG 91 (42.5)
GT 93 (43.5)
T 30 (14.0)

Tabelle 6. Polymorphismen und Gesamtlberleben

Alle

Monate(95% Ki)

36.8 (21.84-51.76)
34.6 (21.84-51.76)

32.4 (21.84-42.96)
38.8 (16.41-61.19)
47.4 ( 4.09-90.71)

29.8 (18.03-41.57)
40.6 (28.71-52.49)

36.5 (25.86-47.14)
27.8 ( 7.41-48.19)

34.3 (24.14-44.46)
38.5 (25.29-51.73)
24.5 (11.67-37.33)

P

0.195

0.276
0.183

0.435

0.555

0.623

0.954

n=120

60 (50.0)
49 (40.8)
11( 9.2)

56 (46.7)
47 (39.2)
17 (14.1)

64 (53.3)
51 (42.5)
5(4.2)

83 (69.2)
35 (29.2)
2( 1)

47 (39.2)
57 (47.5)
16 (13.3)

AC

Monate(95% Kil)

41.0 (34.97-47.24)"
34.6 (17.14-52.06)

36.8 (29.50-44.10)
24.5 ( 1.70-47.30)
44.2 (33.21-55.18)"

32.4 (13.73-51.07)
42.9 (32.49-53.32)

42.7 (32.68-52.82)
34.8 (11.57-58.03)

32.4 (13.13-51.67)
42.9 (31.87-53.93)
37.9 (25.57-50.13)*

0.011

0.935
0.132

0.842

0.618

0.477

0.535

n=94

47 (50.0)
40 (42.6)
7(74)

37 (39.4)
45 (47.9)
12 (12.7)

50 (53.2)
38 (40.4)
6( 6.4)

70 (74.5)
22 (23.4)
2(2.1)

44 (46.8)
36 (38.3)
14 (14.9)

sqcc

Monate(95% Kil)

29.2 (22.28-36.12)*
42.4 ( 9.54-75.26)

20.8 ( 4.96-36.65)
42.4 (17.97-66.83)
27.8 (17.11-38.49)

27.9 ( 6.21-49.59)
32.4 (12.09-52.71)

21.6 ( 0.00-50.38)
29.9 (21.32-38.48)

34.4 (18.21-50.39)
29.9 (16.90-42.90)
24.5 ( 9.97-39.03)

0.510

0.081
0.646

0.362

0.662

0.966

0.587

1-3, Polymorphismen mit einer Genotypfrequenz (homozygotes minor Allel) <10% werden zusammengefasst in einem dominanten Modell; +,
Durchschnitt, Median wurde nicht erreicht; in Klammern Prozentwerte angegeben; AC, Adenokarzinom; PDGFB, platelet-derived growth factor
beta polypeptide; KI, Konfidenz Intervall; eNOS, endotheliale Stickstoffmonoxid Synthetase 3; SqQCC: Plattenepithelkarzinom; S1PR1,
sphingosine 1-phosphate receptor 1; VEGFR2, vascular endothelial growth factor receptor 2

Tabelle 7 Multivariate Analyse - AC Subgruppe

Rezidivfreies Uberleben

n=120 HR (95% KiI)

Alter

<60 52 (43.3) Referenz

260 68 (56.7) 1.62 (0.95-2.76)
Geschlecht

Mannlich 74 (61.7) 1.12 (0.65-1.94)

Weiblich 46 (38.3) Referenz
Grading

G1* 8( 6.7)

G2* 55 (45.8) Referenz

G3 57 (47.5) 1.04 (0.58-1.84)
uicC

| 53 (44.2) Referenz

1l 27 (22.5) 1.25 (0.61-2.55)

e 31(25.8) 5.57 (2.78-11.13)

Iv* 9(7.5)
R-Status

RO 114 (95.0) Referenz

R1 6( 5.0) 1.21 (0.42-3.48)
PDGFB +1135

AA 60 (50.0) Referenz

AC* 49 (40.8) 2.08 (1.21-3.57)

cc* 11( 9.2)

Gesamtiberleben
P HR (95% KI) P

Referenz

0.076 1.83(1.02-3.3)  0.044

0.690 1.38(0.77-2.4)  0.282
Referenz
Referenz

0.901 1.52(0.85-2.7) 0.160
Referenz

0.546 1.08 (0.50-2.30) 0.850

<0.001 3.06 (1.57-5.94)  0.001
Referenz

0.723 1.22 (0.40-3.74) 0.731
Referenz

0.008 2.24 (1.26-4.00) 0.006

*, Polymorphismen mit einer Genotypfrequenz (homozygotes minor Allel) <10% werden
zusammengefasst in einem dominanten Modell; AC, Adenokarzinom; PDGFB, platelet-
derived growth factor beta polypeptide; Kl, Konfidenz Intervall; HR, Hazard Ratio
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5. Diskussion

In zahlreichen Studien wurden bereits prognostische genetische Marker flr das
NSCLC untersucht. Hierbei wurden eine Reihe von molekularen Markern, im Sinne
von genetischen Tumormutationen mit prognostischem Wert, entdeckt. Am besten
untersucht bislang sind Mutationen des epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptors
(EGFR) sowie KRAS, welche in der Praxis bereits von Onkologen genutzt und
bestimmt werden. Neu zu dieser Gruppe hinzugekommen ist die anaplastic
lymphoma kinase (ALK). Es besteht ein unterschiedliches Mutationsmuster zwischen
den einzelnen histologischen Subgruppen (Rose-James et al. 2012). Dies ist ein
wichtiger Schritt auf dem Weg zu einer immer weiter personalisierten Medizin. Auf
der anderen Seite hingegen ist die Datenlage bezlglich Keimbahnpolymorphismen
und deren Wert als prognostische Marker beim NSCLC weniger eindeutig. In einer
grol3 angelegten Studie von Nygaard et al. wurden insgesamt 107 SNPs von EGF,
VEGF und DNA Reperaturenzymen untersucht. SNPs mit einem signifikanten
Ergebnis wurden in einer zweiten Validationskohorte erneut untersucht. In der ersten
Untersuchung wurden mehrere signifikante Einzelnukleotidpolymorphismen in VEGF
entdeckt, allerdings konnte kein einziger in der Validationskohorte bestatigt werden,
was die Schwierigkeit illustriert, zuverlassige Keimbahnpolymorphismen mit gutem
prognostischen Wert zu finden (Nygaard et al. 2010). Es gibt jedoch immer wieder
einzelne vielversprechende Ergebnisse wie beispielsweise dem proapoptotischen
Protein Bcl-2-like 11 (BIM) bei Patienten mit EGFR positivem Tumor im Bezug auf
das krankheitsprogressionsfreie Uberleben (Isobe et al. 2014). Weitere entdeckte
Keimbahnpolymorphismen sind VEGFR-2+4422 (AC)10-14 als  positiver
prognostischer Marker fir das Wiederauftreten von Metastasen und das
Gesamtlberleben flr das Plattenepithelkarzinom, VEGFR-2-906 C>T und VEGFR-2-
271 waren ein positiver prognostischer Faktor fir ein Lokalrezidiv bzw. das

Gesamtlberleben bei Patienten mit einem Adenokarzinom (Uzunoglu et al. 2012).

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass Keimbahnpolymorphismen von
Genen, welche mit der Aktivierung des VEGF-, eNOS- und PDGF-B-Signalwegs
assoziiert sind, als prognostische Marker fur das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom
dienen konnten. Insgesamt wurden sieben Polymorphismen in 228 Proben, die von

operativ behandelten Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom stammen,
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analysiert. Nach Ausschluss von zwei Polymorphismen, welche sich nicht im Hardy
Weinberg Gleichgewicht befanden, konnte ein SNP an Position +1135 des PDGF-B
Gens als wunabhangiger prognostischen Marker bei Patienten mit einem
Adenokarzinom der Lunge identifiziert werden. Bei Vorhandensein eines C-Allels
kam es, verglichen mit homozygoten A-Allel Tragern, zu einem zweifachen Anstieg
des Risikos fur ein Tumorrezidiv und Tod (HR-Gesamtliberleben: 2,24, Tabelle 7).
Die potentielle klinische Relevanz dieser signifikanten Korrelation wird erklart durch
den Einfluss von PDGF-B auf die Angiogenese. Die Induktion der Tumor-
Neovaskularisation, der sogenannte angiogenetische Switch, ist ein Kennzeichen flr
den malignen Krankheitsprogress (Bergers et al. 2003). Der durch VEGF aktivierte
Signalweg ist ein entscheidender Faktor fir die Angiogenese und unterstitzt das
Uberleben der GefaRendothelzellen, die Proliferation, die Migration sowie die
GefalRpermeabilitat. Allerdings fuhrt die von VEGF vermittelte Angiogenese zur
Entstehung von desorganisierten, unreifen und durchlassigen Gefallen. Die Reifung
dieser Gefalde ist abhangig von perivaskularen Stromazellen, welche durch PDGF-
BB aktiviert werden, also dem Dimer von PDGF-B (Abramsson et al. 2003; Cao et al.
2002; Cao et al. 2003; Cao et al. 2009, Zhang et al. 2009). Das PDGF-BB Dimer
bindet bevorzugt am PDGFR-3 Rezeptor und wird parakrin sezerniert von u.a.
Pericyten und glatten GefalRmuskelzellen (Alvarez et al. 2006, Donnem et al. 2008).
Die Aktivierung der PDGFR-3 Rezeptoren fuhrt zur Gefall- und Stromareifung sowie
zur Induktion von Erythropoetin mRNA und Proteinexpression und fordert somit die
Tumorangiogenese. Das PDGF-BB wirkt auch endokrin, stimuliert die extramedullare
Hamatopoese und hat somit gleichfalls einen Einfluss auf das Tumorwachstum (Xue
et al. 2011). Die Ergebnisse der Untersuchung zeigen, dass das Vorhandensein
eines C-Allels ein unabhangiger negativer prognostischer Faktor beim
Adenokarzinom der Lunge ist. Dies fuhrt zu der Annahme, dass der Basenaustausch
einen funktionellen Einfluss hat, welcher jedoch zur Zeit noch nicht abschlielRend
geklart ist. Dementsprechend kann der Polymorphismus entweder eine vermehrte
oder verminderte perivaskulare Stromazellaktivierung und extramedullare

Hamatopoese bewirken.

Der Polymorphismus befindet sich im ersten Intron des PDGF-B Gens, was gegen
die Annahme der funktionellen Aktivitat des Polymorphismus spricht. Allerdings gibt

es Hinweise, dass Introns trotzdem eine wichtige Rolle in der transkriptionellen
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Regulation von Genen haben (Li H et al. 2012). Fur das PDGF-B Gen haben Franklin
et al. gezeigt, dass das erste Intron Regulationselemente fir die Transkription
beinhaltet (Franklin et al. 1991). Diese Beobachtung wurde auch von Dirks et al.
bestatigt. Die Autoren haben in Intron 1 einen sogenannten Silencer Abschnitt
entdeckt, welcher die Transkriptionsaktivitat eines Gens herabsetzen kann. Weiterhin
haben sie einen alternativen PDGF-B Gen Promotor in Intron 1 entdeckt, welcher zu
einem alternativen m-RNA Transkript fuhrt. In diesem m-RNA Transkript fehlt eine
GC-reiche Sequenz, welche inhibitorisch auf die Translation wirkt (Dirks et al. 1995a;
Dirks et al. 1995b).

Die Identifizierung von C-Allel Tragern bei Patienten mit einem Adenokarzinom der
Lunge kénnte in Zukunft auch therapeutische Konsequenzen haben. Erhéhte PDGF-
BB Konzentrationen im Plasma bei verschiedenen malignen Erkrankungen
unterstreichen die klinische Relevanz von PDGF-BB fiur Tumorwachstum und
Krankheitsprogression (Leitzel et al. 1991). Insbesondere beim nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom wurde gezeigt, dass die PDGF-B Expression ein unabhangiger
negativer prognostischer Marker ist (Donnem et al. 2008; Kawai et al. 1997, Donnem
et al. 2010). Neuere praklinische Inhibitionsstudien fur PDGF-B zeigten, dass eine
gesteigerte PDGF-B Expression sich negativ auf das Uberleben auswirkt (Falcon et
al. 2011). Es wurde gezeigt, dass durch Blockade des PDGF-B bei Mausen mit Lewis
Lungentumoren die Vaskularisierung um 80% reduziert wird. Allerdings hatten die
verbliebenen Gefalle einen groReren Perizytenanteil, welcher zu einer normalen
Gefalentwicklung flhrte. Schlussendlich verbesserte die Blockade von PDGF-B die
Verteilung von Chemotherapeutika im Tumor. Die simultane Blockade von PDGF-B
und eine Chemotherapie zeigten somit einen synergistischen Effekt. Dieser Effekt
wurde erklart durch eine Normalisierung der GefalRe nach PDGF-B Inhibition, in
weiterer Folge einer effizienteren Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung und somit
auch einer besseren Erreichbarkeit des Tumors flir Chemotherapeutika.
Dementsprechend koénnte die Blockade von PDGF-B allerdings auch zu einer
erhohten Zellproliferation sowie zum Wachstum von Lewis Lungenkarzinomen
fuhren. Folglich erflllt der Polymorphismus moglicherweise auch die Kriterien flr
einen unabhangigen pradiktiven Marker in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen.

Erganzend zu der Arbeit von Falcon et al. konnten Hosaka et al. zeigen, dass PDGF-

BB bei medikamentdser Inhibition zur Verhinderung von Tumorwachstum und
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Metastasierung bei Tumoren mit hoher PDGF-BB Expression fiihren. Bei Tumoren
mit geringer oder fehlender PDGF-BB Expression hingegen fordert die
medikamentdse Inhibition die Tumorzelldissemination und Metastasierung aufgrund
der Ablation der Perizyten von den Tumorgefallen. Die Ursache fur diese
entgegengesetzte Wirkung findet sich in der Signalweiterleitung tUber den PDGF-}
Rezeptor. Bei persistierend hoher Exposition von Perizyten gegeniber PDGF-BB
kommt es zu einer Herabregulierung von PDGF-, was wiederum zur Verminderung
der al1B1 Integrin Spiegel fuhrt. Dieses Integrin ist wiederum beteiligt an der
Adhasion der Perizyten an Matrix Komponenten der Blutgefalle. Die Autoren
glauben, dass persistierend hohe PDGF-BB Spiegel, welche vom Tumor produziert
werden, ab einem bestimmten Schwellenwert zu einem Verlust von Perizyten fihrt
und in weiterer Folge zur Tumorzelldissemination. Unter dieser Annahme hat die
Inhibition von PDGF-BB in diesem Fall einen positiven Effekt. Bei Tumoren mit einer
geringen PDGF-BB Expression wird PDGF-BB priméar in den Endothelzellen gebildet
und hat einen stabilisierenden Einfluss auf die GefalRe. Wenn nun PDGF-BB inhibiert
wird, fallt dieser Einfluss weg wund es kommt 2zu einer erhdhten
Tumorzelldissemination und Metastasierung (Hosaka et al. 2013).

In friheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass Adenokarzinome der Lunge
PDGF produzieren und somit in erster Linie in die Gruppe der Tumoren mit hoher
PDGF-BB Expression gehoren (Bravo M et al. 1991, Safi A et al. 1992). Im Falle,
dass das C-Allel zu einer reduzierten mRNA-, respektive Protein-Expression fuhrt,
kann dies zu einer verlangerten Gesamtuberlebenszeit sowie rezidivfreien
Uberlebenszeit bei Adenokarzinom Patienten fiihren. Letztendlich bleibt unklar
welchen Effekt der PDGF-B +1135 A>C Polymorphismus auf die mRNA-, respektive
die Proteinexpression hat. Falls der Polymorphismus einen funktionellen Einfluss auf
das Uberleben hat, wéare eine pratherapeutische Bestimmung der PDGF-B
Expression in Kombination mit der Genotypisierung notwendig. Hier kdnnten
zuklnftigen Studien, welche Genotypisierung und Immunhistochemie kombinieren,
fur Klarheit sorgen.

Der PDGF-B +1135 Polymorphismus hatte nur bei Adenokarzinomen der Lunge
einen prognostischen Einfluss. Allerdings wurden von Eilertsen et al. erst vor kurzem
zelltyp-abhangige Antworten auf eine Hypoxie beim NSCLC beschrieben (Eilertsen
et al. 2012). Es wurde gezeigt, dass der durch Hypoxie induzierte, proangiogenetisch

wirkende Anstieg der VEGF-A Expression nur beim Adenokarzinom zu finden war,

36



beim Plattenepithelkarzinom allerdings nicht. Da bekanntermallen VEGF-A einen
signifikanten Anstieg der PDGF-B Expression in Adenokarzinomzelllinien der Lunge
induziert, konnte diese zelltyp-abhangige Antwort auf Hypoxie die fehlende
prognostische Aussagekraft beim Plattenepithelkarzinom erklaren (Reinmuth et al.
2007). Die unterschiedliche zelltyp-spezifische Reaktion auf Hypoxie konnte der
Grund fur die berichteten unterschiedlichen Antworten auf Chemotherapie und
spezifische Therapien in Studien sein. Aus diesem Grund wurden die Histologie und
der molekulare Subtyp als wichtige Faktoren fur die Therapiewahl erkannt (Pikor et
al. 2013; Langer et al. 2010). Eine weitere wichtige Limitierung der Studienpopulation
ist, dass sie Patienten beinhaltet, welche von 1996 bis 2012 behandelt wurden, aber
adjuvante Therapieregimes erst im Jahr 2004 im untersuchten Krankenhaus
eingefihrt wurden und es sich somit um eine klinisch heterogene Gruppe von
Patienten handelt. Allerdings zeigt sich in der multivariaten Analyse, die die

adjuvante Therapie bertcksichtigt, kein Einfluss auf die Signifikanz des Resultats.

Zusammengefasst ist das C-Allel des PDGFB +1135 A>C Polymorphismus ein
negativer prognostischer Faktor flr das rezidivfreie und das Gesamtlberleben von
Patienten mit einem Adenokarzinom der Lunge, die sich einer kurativem Resektio
unterziehen. Die mdgliche zuklnftige klinische und therapeutische Relevanz ist
abhangig vom funktionellen Einfluss auf mRNA Prozessierung, Stabilitdt sowie

Translation und muss in zuklnftigen Studien weiter untersucht werden.

37



6. Zusammenfassung

Der Progress von malignen Erkrankungen, so auch beim nichtkleinzelligen
Bronchialkarzinom, ist abhangig von der Tumorangiogenese. Die endothelstandige
Stickstoffmonoxid Synthetase (eNOS) sowie der VEGF Signalweg haben eine
zentrale Bedeutung in der Neovaskularisation und Angiogenese. Eine erhohte
Tumorvaskularisation als auch die Expression von proangiogenetischen Faktoren
korreliert mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einer schlechteren
Prognose. An der Angiogenese sind eine Vielzahl von Enzymen und Signalwegen
beteiligt, wobei in einer Population genetische Variationen der beteiligten Enzyme
vorkommen, die durch Mutationen entstanden sind. Diese genetischen
Polymorphismen koénnen das Genprodukt andern bzw. zu einer starkeren oder
schwacheren Expression flihren und somit einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf
und den Therapierfolg haben.

Der VEGF Signalweg ist beteiligt an der physiologischen und pathologischen
Angiogenese. VEGF fiihrt primar Gber den VEGFR2 Rezeptor zu einer Anderung der
Genexpression bei Gefalkendothelzellen und férdert Proliferation und Migration.
Allerdings bewirkt VEGF eine Hyperpermeabilitdt der Endothelzellen und somit auch
der GefalRe. Dies durfte zum Teil einen physiologischen Hintergrund haben. Die
Entwicklung reifer GefalRe ist abhangig von perivaskularen Stromazellen, die durch
Platelet Derived Growth Factor beta (PDGF-B) aktiviert werden. Darlber hinaus
werden die Angiogenese, die Gefallpermeabilitdt und der Gefalltonus durch die
endotheliale Stickstoff Monoxid Synthetase (eNOS) mittels Stickstoffmonoxid (NO)
beeinflusst. Der eNOS Signalweg wiederum wird aktiviert durch VEGF, PDGF und
Sphingosin 1-Phosphat (S1P).

Anhand der DNA von 228 Patienten mit einem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom,
die von 1996 bis 2012 operativ behandelt worden sind, wurden mithilfe der
konventionellen PCR mit anschlielender Elektrophorese oder Tag-Man-Sonden die
Genotypen von insgesamt sieben Polymorphismen fir jeden Patienten bestimmt.
(S1PR1 -1577 G>T, rs2038366; S1PR1 -532 C>G rs59317557; VEGFR2 -2854 T>G,
rs1551645; VEGFR2 +23408 A>C, rs7655964; eNOS +894 G>T, rs1799983; eNOS
Intron 4 VNTR; PDGFB +1135 A>C, rs1800817)
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Die unterschiedlichen Polymorphismen wurden mittels Chi Quadrat Test und Log
Rank Test mit den klinisch-pathologischen Daten korreliert. Hierbei wurde ein SNP
an Position +1135 des PDGF-B Gens als unabhangiger prognostischer Marker bei
Patienten mit einem Adenokarzinom der Lunge identifiziert In der multivariaten
Analyse fand sich fiir die rezidivfreie Uberlebenszeit eine HR von 2,08 (p=0,08), fir
das Gesamtlberleben eine HR von 2,24 (p=0,006). Im Vergleich zu homozygoten A-
Allel Tragern hatten heterozygote C-Allel Trager eine klrzere rezidivfreie
Uberlebenszeit (14,8 vs 41,0 Monate; p=0,018) und Gesamtiiberlebenszeit (34,6 vs
41,0 Monate; p=0,011). Die Relevanz wird durch die zentrale Rolle von PDGF-B in
der Angiogenese erklart. Es fordert die Gefal- und Stromareifung, die Induktion der
Erythropoetin  mMRNA und Proteinexpression sowie auch die extramedullare
Hamatopoese. Die genauen Auswirkungen auf Expression und Translation sind aber
noch nicht abschlieRend geklart. Der +1135 des PDGF-B Polymorphismus kénnte
zuklnftig als unabhangiger prognostischer Marker dienen. Die Re-Evaluation in einer
grolReren Studienpopulation erscheint im Hinblick auf die signifikanten Ergebnisse

und einen mdglichen therapeutischen Wert gerechtfertigt.
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7. Abkirzungsverzeichnis

AC
ALK
Ang1
BIM
Ca
Destatis
DNA
EC
EGF
EPC
eNOS
GEKID
HR
HSC
HSP90
IGF-1
Kl
KRAS
M

mM
m-RNA

NCBI

ng

NO
NSCLC
PCR
PDGF-B
PDGFR
Ptdins(3)K
R

RNA

Adenokarzinom

Anaplastic lymphoma kinase

Angiopoietin1

Bcl-2-like 11

Calcium

Statistisches Bundesamt
Desoxyribonukleinsaure

Epithelzelle

Epidermal Growth Factor

Endothelial Progenitor Cell (EPC)

Endotheliale Stickstoffmonoxid Synthetase
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland
Hazard Ratio

Hematopoetic Stem Cell

Heat Shock Protein 90

Insulin-like Growth Factor 1

Konfidenzintervall

Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
Metastasen

Millimolar

Messenger Ribonukleinsaure

Nodes — Lymphknoten

National Center for Biotechnology Information Databank
Nanogramm

Stickstoffmonoxid

Non Small Cell Lung Cancer — Nicht kleinzellige Bronchialkarzinom
Polymerasekettenreaktion

Platelet Derived Growth Factor Beta Polypeptid
Platelet Derived Growth Factor Rezeptor
Phosphatidylinositol-3-Kinase

Residualtumor
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S1PR1
SCLC
SNP
SqCC
T
TGF
Vv
VEGF
VEGFR2
VNTR
z.B.
i

UM

Sphingosine 1-Phosphat Rezeptor
Small Cell Lung Cancer

Single Nucleotide Polymorphism
Plattenepithelkarzinom

Tumor

Transforming Growth Factor
Veneninvasion

Vascular Endothelial Growth Factor
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2
Variable Number Tandem Repeat
zum Beispiel
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