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Referat und bibliographische Beschreibung

Zielsetzung dieser Arbeit ist die Identifikation von prognostisch relevanten
Cathepsinexpressionen zu Verbesserung der Diagnostik und Therapie des
Nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms.

Material und Methoden: Unter der Verwendung von DNA-microarray-Chips wurden
die Expressionen von 13 Cathepsinen in 89 chirurgisch behandelten Patienten mit
Nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom ermittelt. Als Kontrollgruppe dienten 15 Proben
aus korrospondierendem Lungengewebe der Patienten. Die durchschnittliche
Beobachtungszeit betrug 27.7 Monate (2.1-69.5). Die Daten wurden dann benutzt
um differentiell expremierte Cathespine mit prognostischer Relevanz fir die
Patienten zu identifizieren. AnschlieBend wurden die identifizierten Gene mit
bekannten prognostischen Faktoren verglichen. Darliber hinaus wurde die
Auswirkung der gleichzeitigen Expression mehrerer prognostisch signifikanter
Cathepsinexpressionen erdrtert.

Wesentliche Ergebnisse: 1. Kein Cathepsin wies eine signifikante Uberexpression
im Tumorgewebe auf. 2. Eine Uberexpression des Cathepsin C war mit einer
erhohten Rezidivrate verbunden. 3. Die Expression der Cathepsine B und K
korrelierte signifikant mit dem rezidivfreien Intervall und der Gesamtiberlebenszeit
der Patienten. Eine hohe Expression der beiden Cathepsine ging sowohl univariat,
als auch multivariat mit einer deutlich schlechteren Prognose einher. Die hohe
Expression beider Cahtepsine gleichzeitig stellte einen Pradiktor fur eine erheblich
geringere Uberlebenszeit (mittlere Uberlebenszeit: 26.7 Monate) im Vergleich zu
einer niedrigen Expression beider Gene (mittlere Uberlebenszeit: 60.1 Monate) dar.
Schlu3folgerungen: Die Bestimmung der Cathepsine B und K mittels DNA-
microarray bei Patienten mit Nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom kann verwendet
werden, um Patienten mit einem hohen Rezidivrisiko und schlechter
Uberlebensprognose zu identifizieren. In Kombination mit anderen genetischen
Einzelfaktoren konnte so ein individuelles Risikoprofil fur jeden Patienten erstellt
werden, welches in Hinblick auf Therapieplanung und Risikoabschatzung dem

aktuellen TNM-Stadiierungssytem uberlegen ware.
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expressionen zur Verbesserung von Diagnostik und Therpie des Nichtkleinzelligen
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Verzeichnis der Abkilirzungen
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COPD chronic obstructive pulmonary disease
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TNF-alpha Tumornekrosefaktor alpha

TNM Tumor, Node, Metastasis
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1 Einleitung

1.1 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die genetischen Expressionsprofile von
Patienten mit Nicht-Kleinzelligem-Bronchialkarzinom (Non-Small-Cell-Lung-Cancer,
NSCLC) in Hinblick auf prognostisch relevante Gene zu untersuchen. Hierbei stand
die Expression einer Gruppe von proteolytisch wirksamen Enzymen, der Cathepsine,
im Mittelpunkt der Untersuchungen. Klinisch konnten die Ergebnisse dazu genutzt
werden, um einen genetischen Screening-Test fur NSCLC-Patienten zu entwerfen,
der eine individuelle Risikoabschatzung und Therapieplanung fur jeden einzelnen
Patienten ermdglicht. Die Genauigkeit und Aussagekraft dieses Tests kdnnte die des
aktuellen Stadiierungssystems (TNM-Stadien) Ubertreffen.

Hierfir wurde mittels DNA-Microarray-Technik eine Genexpressionsanalyse von
59.620 Genen an insgesamt 99 Patienten durchgefuhrt. Nach Anwendung von
Ausschlul3kriterien verblieben 82 fur die Studie geeignete Patienten, bei denen wir
die Expression von insgesamt 13 verschiedenen Cathepsinen in Tumorgewebe
untersuchten und statistisch aufarbeiteten. Zur Prognoseabschatzung wurden die
Expressionsergebnisse mit klinischen Parametern korreliert. Als Kontrollgruppe
dienten 15 aus angrenzendem Lungengewebe der Tumorpatienten entnommene

Biopsien.

1.2 Grundlagen

Bosartige Neubildungen der Lunge gehoren in Deutschland sowohl bei Mannern, als
auch bei Frauen zu den drei haufigsten Krebsarten [1]. Die Sterberate ist bei
Mannern mit Lungenkrebs mit weitem Abstand hoher als bei jeder anderen Krebsart
und auch bei Frauen steht das Bronchialkarzinom hinter Brust- und Darmkrebs an
dritter  Stelle des prozentualen Anteils an Krebssterbefallen. Etwa 31.800
Neuerkrankungen am Bronchialkarzinom jahrlich entsprechen knapp 16% aller

Krebserkrankungen bei den Mannern.



Bei Frauen macht das Bronchialkarzinom mit mittlerweile 10.400 Neuerkrankungen
im Jahr 5.4% aller bdsartigen Neubildungen aus. Noch hdéher fallt der Anteil der
Bronchialkarzinome an allen Krebstodesfallen mit 26.8% bei Mannern
beziehungsweise 9.8% bei den Frauen aus. Das durchschnittliche Erkrankungsalter
liegt fur Manner und Frauen bei etwa 67 bzw. 68 Jahren, was etwa dem
Erkrankungsalter von Patienten mit Krebserkrankungen insgesamt entspricht [1].

Im europaischen Vergleich liegt die Inzidenzrate in Deutschland fur Manner und
Frauen im mittleren Bereich. Die hochsten Raten finden sich fur Manner in Belgien,
den Niederlanden und ltalien, fir Frauen in Danemark, GroRbritannien und Irland.
Die niedrigsten Inzidenzen wurden fur Manner in Schweden und Portugal ermittelt,
fur Frauen in Spanien und Portugal [1].

Die hochste Inzidenz wurde bei Mannern Mitte der 70er bis Ende der 80er Jahre
erreicht. Seitdem ist ein rucklaufiger Trend erkennbar. Bei den Frauen hingegen
steigt die Inzidenz weiterhin kontinuierlich an. Die unterschiedliche Trendentwicklung
wird auf veranderte Rauchgewohnheiten der Frauen und Manner zurickgefihrt [1].
Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate nach Diagnose eines Bronchialkarzinoms liegt
fur beide Geschlechter etwa gleich hoch mit 13% bei Mannern und 14% fur Frauen.
Damit gehért das Bronchialkarzinom zu den prognostisch unglnstigsten
Krebserkrankungen.

Das Bronchialkarzinom gehort zu denjenigen bodsartigen Tumoren, fur die der
Hauptrisikofaktor lange belegt ist. Bei Mannern sind bis zu 90 %, bei Frauen zurzeit
bis zu 60 % der Lungenkrebserkrankungen auf das aktive Zigarettenrauchen
zurtckzufihren. Dabei steigt das Erkrankungsrisiko mit der Anzahl der gerauchten
Zigaretten, der Dauer des Rauchens sowie der Inhalationstiefe und der Teer- und
Nikotinkonzentration der gerauchten Zigaretten. Ein vergleichsweise geringer Teil
aller Lungenkrebsfalle wird auf berufliche Expositionen gegenuber verschiedenen
kanzerogenen Stoffen (Asbest, Arsen, Chrom, Nickel, polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe) zuruckgefuhrt.

Synergistische Effekte von Schadstoffen und Rauchen sind nachgewiesen [1]. Das
Risiko des Rauchers, ein Bronchialkarzinom zu entwickeln, ist bei mannlichen

Rauchern 22-mal und bei Frauen 12-mal hoher als bei Nichtrauchern [1, 66].



Auch nach Einstellen des Nikotinkonsums fallt das Risiko nach 5 Jahren lediglich auf
das 15-fache und nach 5 bis 9 Jahren auf das 7-fache ab, wonach es auf einem
Plateau zwischen dem 2- bis 5-fachen verbleibt, was verdeutlicht, dass das
Lungenkrebsrisiko bei ehemaligen Rauchern nie mehr zum Risiko der Nichtraucher
zuruckkehrt [12, 15, 23]. Auch wenn es nach Einstellung des Rauchens meist zu
einer Ruckbildung von histologischen Abnormalitaten im Bronchialepithel kommt,
persistieren die molekular-genetischen Veranderungen [82]. Es sind also viele
praneoplastische Veranderungen auch bei lange abstinenten Rauchern zu finden.
Auch das Passivrauchen erhdht nach neusten Erkenntnissen das Lungenkrebsrisiko
auf das 1.1- bis 1.3-fache gegentber nicht-exponierten Personen [60]. Die Zahl der
jahrlich durch passives Tabakrauchen verursachten Todesfalle wird in der EU auf
1.146 geschatzt [52].

Die Entstehung des Bronchialkarzinoms ist ein multifaktorielles Geschehen. Sowonhl
Umweltfaktoren als auch genetische Polymorphismen spielen eine entscheidende
Rolle, wobei heute bereits individuelle genetische Konstellationen bekannt sind, die
das Lungenkrebsrisiko senken oder steigern. So kann es zum Beispiel bei
lebenslangen Nichtrauchern durch Umweltexposition oder Passivrauchen aufgrund
einer genetischen Pradisposition zur Ausbildung einer neoplastischen Veranderung
kommen. Gleichzeitig erklart diese Tatsache, dass auch unter den exzessiven
Rauchern nur ein relativ geringer Anteil an Lungenkrebs erkrankt [37]. Trotzdem
konnen keinesfalls alle Entstehungen von Karzinomen auf eine genetische
Exposition zurtckgefuhrt werden. Vielmehr gibt es verschiedene Theorien, die
versuchen, die Entstehung der Bronchialkarzinome zu erklaren. Eines dieser Modelle
geht davon aus, dass Karzinome nicht durch eine einmalige genetische Veranderung
entstehen, sondern zwischen 3 und 6 aufeinanderfolgende Genveranderungen
notwendig sind, um ein Karzinom entstehen zu lassen [79]. Dieses Modell geht
davon aus, dass jede Mutation mit einer Erhéhung der Tumorgrole,
Entdifferenzierung und Malignitat einhergeht.

Ein weiteres Modell sieht den Tumor als Zellpopulation, die sich entsprechend den
Selektionstheorien nach Darwin entwickelt [17]. Hierbei wird davon ausgegangen,
dass Tumorzellen miteinander konkurrieren und die Selektion diejenigen Zellen
bevorzugt, die eher zur Angiogenese oder weniger zur Apoptose neigen. Somit
Uberleben letztendlich nur die Zellen, die gegen die korpereigene Abwehr

weitgehend resistent sind.



1.2.1 Aktuelles Stadiensystem

Um den Umfang der Tumorbehandlung, aber auch die Prognose abschatzen zu
konnen, nutzt man bisher histopathologische und klinische Kriterien. Die klinische
Einteilung erfolgt nach der TNM-Klassifikation der Union International Contre Le
Cancer (UICC). Hierbei stehen die Kriterien der lokalen Tumorausbreitung, -
infiltration und -grél3e, sowie des Lymphknotenbefalls und der Fernmetastasierung im
Vordergrund [80].

Die zur Zeit gultige UICC-Version (1997/ 6. Fassung) lautet wie folgt [29]:

T X: Tumor kann nicht beurteilt werden, oder Tumor wurde anhand von
Tumorzellen im Sputum, oder einer Bronchiallavage diagnostiziert,

kann bei der Bronchoskopie aber nicht nachgewiesen werden

0: Kein Nachweis eines Primartumors

is: Carcinoma in situ

1: Tumorausdehnung bis 3 cm, kein Hinweis auf Infiltration

2: Tumor jeder GroRe mit Infiltration des Hauptbronchus, Invasion der

Pleura visceralis und tumorassoziierte Atelektase oder Pneumonie,
aber ohne Befall der gesamten Lunge

3: Tumor jeder Grofde mit direkter Invasion einer der folgenden Strukturen:
Brustwand, Zwerchfell, mediastinale Pleura, Perikard (nicht Herz), sonst
wie T2, jedoch mit grof3erer Ausdehnung

4. Tumor mit Invasion einer der folgenden Strukturen: Mediastinum, Herz,
groRe Gefale, Trachea, Osophagus, Wirbelsdule, Carina oder Tumor

mit malignem Erguss



N X:
0:
1:
2:
3:
M X
0:

Lymphknoten sind nicht beurteilbar

Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

Metastasen in ipsilateralen, peribronchialen Hiluslymphknoten
Metastasen in ipsilateralen mediastinalen und/oder subcarinalen
Lymphknoten

Metastasen in kontralateralen Lymphknoten und ipsi- und
kontralateralen Skalenuslymphknoten oder supraklavikularen
Lymphknoten

Die Minimalerfordernisse zur Feststellung von Fernmetastasen liegen
nicht vor
Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

Die Stadieneinteilung lautet dementsprechend [29]:

Tabelle 1: Stadieneinteilung Bronchialkarzinom

Stage la: T1, NO, MO

Stage Ib: T2, NO, MO

Stage lla: N1, MO

Stage llb: T2, N1, MO or T3, NO, MO

Stage llla: | T1-2, N2, MO or T3, N1-2, MO

Stage lllb: | T(jedes), N3, MO or T4, N(jedes), MO
Stage IV: T(jedes), N(jedes), M1




Histopathologisch werden Lungentumoren gemaly der Empfehlung der WHO in

folgende Hauptgruppen unterteilt [19]:

l. Nichtkleinzellige Karzinome (NSCLC):
a. Plattenepithelkarzinome:
- verhornend
- nicht verhornend
b. Adenokarzinome:

azinar

papillar

bronchiolo-alveolar

solide

c. GrolRzellige Karzinome:
- Riesenzellkarzinom
- Hellzelliges Bronchialkarzinom
d. Adenosquamdse Karzinome
Il. Kleinzellige Karzinome (SCLC)
a. Haferzelltyp (‘oat-cell-type’)
b. Intermediarer Zelltyp (‘intermediate-cell type’)
c. Kombiniertes Haferzellkarzinom (‘combined oat-cell carcinoma’)
[I. Andere:
a. Karzinoid
. Mischtumore und Karzinosarkome

b

c. Sarkome
d. Unklassifizierte Karzinome
e

. Melanome

Die Nichtkleinzelligen Bronchialkarzinome (NSCLC) bilden mit 75% den grofRten
Anteil an den primaren Bronchialkarzinomen, wobei das Kleinzellige
Bronchialkarzinom (SCLC) 20% ausmacht. Das SCLC unterscheidet sich genetisch,
biochemisch, aber auch klinisch von den NSCLC [75].



Die Chirurgie stellt bis zum Stadium |l bei den SCLC und Stadium IIIA bei den
NSCLC die Therapie der Wahl dar, wobei die teilweise Resektion des Tumors das
Risiko eines Lokalrezidivs verdreifacht [41].

Bei vollstandiger Resektion des Tumors mit Lymphknotendissektion hingegen lie3en
sich insgesamt fir SCLC und NSCLC zusammen 5-, 10-, und 15-Jahres-
Uberlebensraten von jeweils 38.8%, 31.6% und 21.8% erzielen, wobei die
Uberlebensraten abhangig vom Tumorstadium und der Tumordifferenzierung sind
[87]. Fir NSCLC wurde Uber alle operierten Tumorstadien nach kompletter Resektion
sogar eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 49.6 % beschrieben, wobei danach 91.0 %
der Uberlebenden auch nach 10 Jahren noch tumorfrei waren [58].

Eine der grofdten follow-up-Studien von operierten Patienten mit NSCLC wurde 1997

von Mountain publiziert [54]:

Tabelle 2: Mountain Studie 1997

Mountain (1997)
uicC TNM n= 5-JUR

IA T1NOMO 511 67.0
IB T2NOMO 549 57.0
A TINTMO 76 55.0
B T2N1MO 288 39.0
T3NOMO 87 38.0

mA T3NTMO 55 25.0
jedesTN2MO 344 23.0

Die Uberlebenskurven der Patienten mit einem Bronchialkarzinom zeigen in den
ersten beiden postoperativen Jahren in allen Tumorstadien einen typischen Abfall
der Uberlebensraten, welcher von seiner Hohe stadienabhangig ist. Ursache dafiir ist
meist eine frihzeitige Fernmetastasierung des Tumors, die in einigen Fallen auch
schon zum Zeitpunkt der Operation besteht, aber mit der derzeit verfligbaren
Standarddiagnostik nicht evaluiert werden kann. So erbrachten
Knochenmarksuntersuchungen bei bis zu 59% der chirurgisch therapierten Patienten
im  Stadium |-l okkulte Metastasen, welche im weiteren Verlauf

prognosebestimmend waren [59].



Dies zeigt, dass Mikrometastasen, die zu jedem Zeitpunkt vorhanden sein kénnen,
einen starken Einfluss auf die Uberlebensrate haben. Diese Tatsache wiederum lasst
die Frage nach einer erweiterten Indikationsstellung fur neoadjuvante bzw. adjuvante

Chemotherapien auch in frihen Stadien der Erkrankung zu.

Aktuelle Studien veranschlagen den Uberlebensvorteil von Patienten, die im Stadium
I-Il nach kompletter Resektion adjuvant mit platin-basierten Chemotherapeutika
behandelt wurden mit 12-15% [26]. Dem gegenuber stehen nicht nur die direkten
unerwiinschten Wirkungen der gangigen Chemotherapeutika wie Ubelkeit, Neuro-
und Nephrotoxizitat (Cisplatin), Immunsuppression und mutagene sowie
kanzerogene Wirkungen. Studien belegen, dass neoadjuvante Chemotherapien das
perioperative Risiko fur lebensbedrohliche Komplikationen und die postoperative
Mortalitat signifikant erhdhen [62]. Dies ist der Grund warum die neoadjuvante
Chemotherapie einer strengen Indikationsstellung unterliegt. Um die Indikation
individueller und genauer stellen zu koénnen bedarf es einer moderneren
Risikoabschatzung. Histomorphologische Kriterien und Klinik geben nur wenig
Auskunft Uber die Aggressivitat des Tumors und berlcksichtigen nicht das
individuelle Risiko eines Rezidivs, das zu einem grof3en Anteil genetisch determiniert
ist. Sicherlich kann man den komplexen Vorgang der Tumorentstehung, -infiltration,
und —metastasierung keinesfalls durch Einzelfaktoren weder Kklinischer, noch
histomorphologischer oder genetischer Art beurteilen. Dennoch sollte ein wichtiger
Teil der Forschung sich der Identifikation und Bewertung solcher Einzelfaktoren
widmen und diese in Korrelation zu bereits bekannten Risikofaktoren setzen. Da
heute kein Zweifel mehr daran besteht, dass die Entwicklung und Ausbreitung von
malignen Neubildungen auf Veranderungen im Genom der Tumorzelle
zuruckzufihren sind, sollte sich der Versuch der Identifizierung neuer

Prognosefaktoren auf diese genetischen Veranderungen konzentrieren.



2 Theoretischer Teil

2.1 Genomik

Seit Uber 80 Jahren wird die Gesamtheit aller genetische Information der Zelle als
Genom bezeichnet. Fir die Wissenschaft, die sich mit der Analyse und
Sequenzierung, sowie mit der Kartierung des Genoms beschaftigt pragte Thomas
Roderick dann spater den Begriff Genomik.

1990 begann in den USA das ehrgeizige ,Human Genome Project”, dessen Ziel es
war, samtliche Gene des Menschen zu entschlusseln.

Am 14.04.2003 verkindeten Wissenschaftler des internationalen
Sequenzierungskonsortiums in Washington D.C. die Vollendung der Sequenzierung
von 99% des menschlichen Genoms, womit das Projekt zwei Jahre friher als geplant
endete. Das menschliche Erbgut besteht aus 30.000 — 35.000 Genen und insgesamt
3.2 Milliarden Buchstaben und wurde mit einer Genauigkeit von 99.99%
entschlusselt. Der noch verbleibende Anteil umfasst Gene, die mit heutigen
Methoden nicht zuganglich sind und die erst in Zukunft entschlisselt werden kénnen.
Ziel des ,Human Genome Project war es nicht nur das menschliche Erbgut zu
entschlisseln, sondern auch diese Informationen der Offentlichkeit uneingeschrankt
zuganglich zu machen. Alle Sequenzierungsdaten sind dieser Devise folgend
unverzuglich in o6ffentliche Datenbanken gespeist worden und sind seither fur
jedermann frei nutzbar. Das ist auch der Grund, warum die Zahl der
krankheitsrelevanten Gene kontinuierlich auf inzwischen Uber 1500 angestiegen ist.
Die Genomik beschaftigt sich nun mit dem eigentlichen Ziel des ,Human Genome
Project® namlich der Analyse der Funktion der einzelnen Gene. Von uber 80% der
Gene sind heute weder die Funktion noch die Expression oder Regulation bekannt.
Die funktionelle Genomik versucht diese Lucke zu fullen und dies insbesondere

durch Bestimmung der Genexpression.



2.2 DNA Array Technologie

Als Genexpression wird das Umschreiben eines Gens in seine Genprodukte
bezeichnet. Dieser Vorgang ist essentiell fir die Aufrechterhaltung der Zellintegritat
und des physiologischen Wachstums jeder Zelle.

Kommt es zu einer Fehlregulation dieses Vorgangs, werden die Genprodukte und
somit die Funktion der Zelle gestort, was bedeuten kann, dass eine ,gesunde” Zelle
beispielsweise in eine Tumorzelle Ubergeht. Es gibt von den 30.000 — 35.000 Genen
nur wenige, die ubiquitar exprimiert werden und sich somit eventuell als
Prognosefaktor geeignet erweisen konnten, indem sie beispielsweise in Tumorzellen
hoch- oder herunterreguliert werden. Um gleichzeitig eine hohe Anzahl an einzelnen
Genen analysieren zu konnen, bedarf es einer Technik, die es ermoglicht in relativ
kurzer Zeit eine grole Anzahl an Genen durch Hybridisierung auf differentielle
Expression hin zu untersuchen [21]. Die DNA-Array Technologie bietet durch die
spezifische Hybridisierung von Transkripten an geordnete, immobilisierte DNA-
Molekule eine Mdglichkeit, die Haufigkeit eines Transkriptes innerhalb einer mRNA-
Population zu quantifizieren. Da im Gegensatz zur konventionellen Blottechnik bei
diesem Verfahren fest auf dem Tragermaterial gebundene DNA-Molekule die Sonde
darstellen, ist es mdglich Tausende Genaktivitaten in einem einzelnen Versuch zu
messen. Hierbei werden als Tragermaterial entweder Nylon- oder
Nitrosezellmembranen (,Macro-Array“) oder aber Glaschips (,Micro-Array®)
verwendet. Die Detektion erfolgt dann radioaktiv oder durch Chemiefloureszens
sowie Chemielumineszens.

Die onkologische Forschung versucht mit DNA-arrays Gene zu evaluieren, die einen
Einfluss auf Tumorentstehung, -wachstum und Metastasierung besitzen. Dabei
stehen dazu derzeit haufig nur globale Chips zur Verfigung, die einen Grofdteil des

gesamten menschlichen Genoms widerspiegeln.
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2.3 Cathepsine und ihre Inhibitoren

2.3.1 Vorkommen, Synthese und Funktion von Cathepsinen

Cathepsine sind eine Gruppe von ubiquitar vorkommenden Proteasen, deren
biologische Funktion jahrzehntelang unterschatzt wurde. Sie wurden schon 1929 von
Willstatter und Baumann entdeckt, die auch ihren Namen pragten (gr.: kathepsein —
verdauen, zerkochen). Jedoch wurde ihnen lediglich eine Funktion im Bereich der
terminalen Zelldegradierung zugeschrieben. Erst in den letzten 10 Jahren gelang es

wesentlich spezifischere Funktionen der Cathepsine zu erforschen [83].

Proteolytische Enzyme werden primar in vier Gruppen eingeteilt [10]:
1. Serinproteasen
2 Metalloproteasen
3. Aspartylproteasen
4 Cysteinproteasen

Die meisten Cathepsine gehdren zu der Gruppe der Cysteinproteasen, die insgesamt
aus 11 Enzymen besteht. Cysteinproteasen (unter ihnen die Cathepsine K und L)
sind in jedem Gewebe des menschlichen Korpers nachweisbar. Besonders hohe
Konzentrationen findet man in der Leber, der Milz und in Makrophagen, was dadurch
zu erklaren ist, dass diese Organe eine zentrale Rolle im Proteinstoffwechsel inne
haben.

Cysteinproteasen sind in den Lysosomen lokalisiert. Unbrauchbare Eiweillmolekule
werden extrazellular in ihre Bestandteile aufgelost, welche dann in die Zelle
geschleust werden. Intrazellular werden diese Bruchstliicke dann mittels Lysosomen
und unter anderem mit Hilfe der Cathepsine restlos denaturiert.

Die Synthese der Cathepsine erfolgt zunachst als Pra-Pro-Enzym an den
membrangebundenen Ribosomen des rauhen endoplasmatischen Retikulums. Unter
Abspaltung einer Signalsequenz gelangen sie in den Golgi-Apparat. Die N-terminale
Glykosilierung, die im endoplasmatischen Retikulum beginnt, wird im Golgi-Apparat

weiter modifiziert.
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Oligosaccharide, die mit den Enzymen verbunden sind, enthalten Mannose-6-
Phosphatgruppen, die wichtig fur die Aufnahme in die Endosomen Uber spezielle
Mannose-6-phosphat-Rezeptoren sind. Diese Bindung an die Rezeptoren ist wichtig,
weil dadurch die Glykoproteine in die Endosomen geleitet werden, die nach
Ansauerung zu Lysosomen reifen. Wahrend dieser Reifung werden Cathepsine und
andere Glykoproteine vom Rezeptor getrennt, der dann im Golgi-Apparat
zurickgewonnen (recycelt) wird. Es gibt jedoch auch eine rezeptorunabhangige
Form der Cathepsine, die an die Plasmamembran gebunden ist und sezerniert
werden kann [32]. In welcher Weise die in den Lysosomen gespeicherten Vorstufen
der Cathepsine aktiviert werden, ist weitestgehend unbekannt. Man hat jedoch
herausgefunden, dass Proformen der Cathepsine im sauren Milieu autoaktiviert
werden. Cathepsin D, eine Aspartylprotease, funktioniert aullerdem als
Konversionsenzym fur Cysteinproteasen [32, 36]. Die hochste Aktivitat erreichen die
Cathepsine bei sauren pH-Werten.

Unter neutralen und basischen Bedingungen sind sie instabil aufgrund irreversibler
Veranderungen ihrer Tertiarstruktur. Eine Erklarung fur dieses pH-Optimum ist eine
Anpassung an die Funktion, vorwiegend im sauren Milieu der Lysosomen katalytisch
zu wirken. Es kann sich aber auch um einen Schutzmechanismus fur die

umliegenden Zellen und Gewebe vor freigesetzten Enzymen handeln.

2.3.2 Regulation der Enzymaktivitat

Fur viele Proteasen, vor allem solche mit limitiertem proteolytischen Potential,
besteht die Regulation in der Balance zwischen der Menge des aktiven Enzyms und
der Menge aktiver Inhibitoren. Die proteolytische Aktivitat der Cysteinproteasen wird
neben dem Faktor der Genexpression bei der Proteinbiosynthese durch mehrere
andere Mechanismen kontrolliert [10, 44, 45, 77].

1. pH-Wert. Bei neutralen pH-Werten sind die Cysteinproteasen instabil und

nur schwach aktiv. Optimale Funktion erreichen sie im sauren Milieu der

intrazellularen Vesikel.
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2. Redoxpotential. In reduzierender Umgebung wird das Cystein des aktiven
Zentrums schnell oxidiert und tragt zur enzymatischen Aktivitat bei.

Endosomen akkumulieren Cystein, um diese Umgebung aufrechtzuerhalten.

3. Synthese als inaktive Proform. Alle Enzyme bendtigen eine proteolytische
Aktivierung, d.h. die Abspaltung eines Teils des Molekdls. Dieser Schritt setzt
einen sauren pH-Wert voraus und verhindert damit eine Aktivierung

versehentlich sezernierter Vorstufen.

4. Endosomen und Lysosomen als Kompartimente der Enzyme. Alle
bekannten Enzyme sind glykosiliert und besitzen einen Mannoserest, der mit
dem Rezeptor der Lysosomen eine Bindung eingeht. Somit gelangen

sezernierte Enzyme in ihr vorbestimmtes Kompartiment.

5. Anwesenheit von Cysteinprotease-Inhibitoren (CPI). Die o.g. Faktoren
dienen dazu, die Kompartimentierung der Cysteinproteasen zu kontrollieren.
Die Inhibitoren sind vor allem im Zytoplasma und Extrazellularraum vorhanden
und scheinen vorwiegend die Funktion zu haben, die Enzyme zu hemmen, die
aullerhalb des Kompartiments gelangt sind. Zu lhnen gehéren die Cystatine
Stefin A und B.

2.3.3 Charakterisierung spezifischer Cysteinprotease-Inhibitoren

Die vermutlich ersten Daten Uber spezifische Inhibitoren zellularer Proteasen

stammen von Finkelstaedt aus dem Jahre 1957, der einen hitzestabilen Inhibitor des

Cathepsin B aus Rattenleberzytosol isolierte. Barrett machte 1981 den Vorschlag, ein

aus Huhnereiweil} isoliertes Protein, das ebenfalls Cathepsin B hemmt, Cystatin zu

benennen, da es spezifisch Cysteinproteasen inhibiert [3]. Die Aminosauresequenz

des Cystatin ist seit 1983 bekannt [77]. Die Isolierung und Charakterisierung weiterer

Inhibitoren aus verschiedenen Geweben zeigte Ahnlichkeiten zum Cystatin in den

physikochemischen Eigenschaften und im Molekulargewicht um 12 kDa.

Alle bis jetzt bekannten CPl gehdéren zur Oberfamilie der Cystatine und haben

zahlreiche gemeinsame Merkmale.
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2.3.4 Biologische Funktionen der Cathepsine

Proteine bilden mengenmalig die wichtigste Gruppe der Biomolekille. Ein 70 kg
schwerer Mensch enthalt ca. 10 kg Eiweil3, das meiste in Form der Muskulatur. Man
schatzt, dass taglich bis zu 400 g dieser Proteine zu Aminosauren abgebaut und die
gleiche Menge neu synthetisiert wird [39].

Der Auf- und Abbau von Proteinen und Peptiden bilden die Basis vieler
physiologischer und pathophysiologischer Vorgange. Diese Prozesse werden von
proteolytischen Enzymen katalysiert. In einer Regulierung zu hoheren bzw.
niedrigeren Aktivitdten (up/down Regulation) spiegeln sich Adaptationsvorgange,
aber auch sich entwickelnde oder bereits manifeste Erkrankungen wider.

Die Hauptfunktion der lysosomalen Proteasen ist es, die Homdostase zwischen
EiweiRaufbau und —abbau aufrechtzuerhalten. In den Lysosomen werden Stoffe
abgebaut, die durch Pinozytose oder Phagozytose ins Zellinnere aufgenommen

wurden, sowie auch zelleigene Organellen (Zytolysosomen).

Die Cathepsine B, H und L sind mit ihren Endo- und Exoprotease-Aktivitaten am
Abbau von Proteinen beteiligt. Die verschieden hohen Konzentrationen in den
einzelnen Geweben sind Ausdruck der Spezialisierung zellularer Funktionen bzw.
des Vorhandenseins unterschiedlicher Substrate.

Neben der unspezifischen Proteolyse besitzen Cathepsine auch die Fahigkeit zur
limitierten Abspaltung von Enzymanteilen, die dann zu biologisch aktiven Proteinen
und Hormonen fuhrt. Takahashi und Mitarbeiter [72] konnten zeigen, dass Cathepsin
B Prorenin in aktives Renin umwandelt.

Cathepsine sind jedoch auch an pathophysiologischen Vorgangen beteiligt, z.B. an
degenerativen und entzindlichen Prozessen. Bei der Alzheimerschen Krankheit ist
die lysosomale Protease Cathepsin S im Hirngewebe erhoht und am Abbau der
Neurone beteiligt [5, 50]. Cathepsin L ist beteiligt am Abbau von Knochen [34]. Beim
Krankheitsbild der polyzystischen Niere zeigte sich, dass die Cathepsine B, H und L
in den proximalen Tubuli vermindert waren, weil sie vermehrt sezerniert wurden. Die
so freigesetzten Cathepsine sind wahrscheinlich an der Bildung der Zysten beteiligt
[65].
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Beispiele fur entzlindliche Erkrankungen, bei denen Cathepsine eine Rolle spielen,
sind Pankreatitis, Parodontose [74], Glomerulonephritis und rheumatoide Arthritis
[43, 55] sowie die Multiple Sklerose [6]. Es wurde ein Zusammenhang zwischen der
Beschadigung von Proteasen und der Entstehung von COPD festgestellt [9].
Mutationen und Defekte der genetischen Regulation von Cathepsinen sind
verantwortlich flr Krankheiten wie Pycnodysostose und das Papillon-Lefevre-
Syndrom (Genodermatose mit palmoplantarer Hyperkeratose und peridontaler
Destruktion) [18, 24, 61, 73].

2.4 Cathepsine und Tumore

Es ist bekannt, dass Cathepsine in dem komplexen Prozess der Tumorinfiltration und
—metastasierung eine kausale Rolle spielen [30]. Um die Umgebung zu infiltrieren
und die Metastasierung zu ermdglichen, muss die Tumorzelle zahlreiche Barrieren
wie Basalmembranen, die extrazelluldare Matrix und interstitelles Gewebe
Uuberwinden. Cathepsine zersetzen die Bestandteile dieser Barrieren wie Kollagen,
Proteoglykane, Elastin, Laminin und andere Glykoproteine und begunstigen so die
Tumorinfiltration in das umliegende Gewebe [20]. Daruber hinaus wird den Proteasen
und im speziellen dem Cathepsin B eine wichtige Rolle im Prozess der Angiogenese
von cerebralen, gastrointestinalen, sowie Prostata- und Mammatumoren
zugeschrieben [36]. Zahlreiche Untersuchungen zur Aktivitatsbestimmung von
Cathepsinen in Tumorgewebe zeigen, dass Tumorzellen Cathepsine und andere
Proteasen vermehrt produzieren und sezernieren und eine erhohte Aktivitat mit
schlechter Prognose einhergeht [20, 64]. Neuere Studien messen den Matrix-
Metallo-Proteasen (MMPs) und den Cathepsinen B, L und D ebenfalls eine zentrale
Rolle in der Infiltration und Metastasierung bei und diskutieren Proteaseinhibitoren
als Chemotherapeutika [31]. Insbesondere die mMRNA des Cathepsin B wurde in
erhdohter Konzentration in infiltrierenden Tumorrandern nachgewiesen, was die
These der Bedeutung der Protease flr die Tumorprogression stitzt [84].
Demgegenuber ist eine geringe Konzentration der Stefine A und B, den endogenen
Inhibitoren der Cathepsine B und L, mit einem signifikant erhdhten Risiko flr

Lokalrezidive und tumorbedingten Sterberaten assoziiert [70].
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Diese Kenntnisse legen nahe, dass Cathepsine und ihre Inhibitoren in der Diagnose
und Therapie von Tumorleiden eine wichtige Rolle Ubernehmen. Bisher gab es
jedoch noch keine detaillierten Untersuchungen, die die molekulare Regulation der
Genexpression beider Stoffklassen mit klinischen Daten wie Uberlebenszeit und

individuellen Risikofaktoren korreliert haben.

2.5 Fragestellung

Zusammenfassend konnen fur die vorliegende Arbeit folgende Fragen formuliert

werden:

1. Wie verhalt sich die Genexpression der Cathepsine in Tumor- bzw.
Lungengewebe bei Patienten mit einem NSCLC?

2. Ist die genetische Expression eines oder mehrerer Cathepsine von
prognostischer Relevanz und wie korreliert die Aussagekraft mit bekannten
Risikofaktoren?

3. Stellt die Cathepsinexpression einen prognostischen Einzelfaktor dar, der in
Kombination mit anderen Faktoren zuklnftig einen speziellen Screening-Test
zur individuellen Risikoabschatzung und Therapieplanung bei NSCLC-

Patienten mdglich machen kénnte?
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3 Material und Methoden

Die vorliegende Arbeit wurde in enger Zusammenarbeit mehrerer Institutionen
durchgefuhrt (Abb.1).

Der Einschluss der Patienten in die Untersuchungen erfolgte in der Klinik und
Poliklinik fir Herz- und Thoraxchirurgie (Direktor: Prof. Dr. R.E. Silber) nach
entsprechender Aufklarung und Einwilligung. Hierzu lag fur die Studie ein positives
Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg vor. Wahrend der Operation wurde entsprechend des Ausmales
der Tumorerkrankung eine Resektion des tumorbefallenen Lungenabschnitts mit
anschliellender systematischer Lymphknotendissektion durchgefihrt. Stellte sich
wahrend der Operation eine technische Inoperabilitat des Tumors heraus, so wurde
neben der Tumorprobenentnahme zur Sicherung der Histologie auch ein Stlck
Tumor zur Genexpressionsanalyse enthnommen.

Im Schnellschnittlabor des Pathologischen Instituts (damaliger Direktor: Prof. Dr.
F.W. Rath) sind aus dem Operationspraparat reprasentative Tumor- und normale
Lungengewebsanteile entnommen worden, welche einerseits fur die standardisierte
histo-morphologische Gewebediagnostik als auch die Arrayuntersuchungen bestimmt
waren. Nach Paraffineinbettung des Tumorgewebes ist zur histologischen
Subklassifizierung der NSCLC in Platten- bzw. Adenokarzinome neben der
histomorphologischen Aufarbeitung auch in vielen Fallen eine immunhistochemische
Farbung vom Pathologen ausgefiihrt worden. Nur bei eindeutiger Klassifizierung der
Tumorgewebeprobe als Platten- bzw. Adenokarzinom wurden die nachfolgenden
Untersuchungen durchgefuhrt.

Die weitere Aufarbeitung der tiefgefrorenen Tumor- bzw. Lungengewebe erfolgte in
den Forschungslaboratorien der Klinik und Poliklinik fur Kinderheilkunde (damaliger
Direktor: Prof. Dr. St. Burdach). Hier wurden die Arbeitsschritte von der Gesamt-RNA
Praparation bis zum Scannen der Microarraychips ausgefuhrt. Die Chips sind danach
bei der Firma EOS Biotechnology Inc. ausgewertet und normiert worden.

Die Patienten wurden nach der Entlassung aus dem Krankenhaus in der Ambulanz
der Klinik und Poliklinik fir Herz- und Thoraxchirurgie nachbetreut. Durch die
routinemalige Vorstellung einschlieBlich symptombezogener Diagnostik sind

lokoregionale Rezidive und Fernmetastasierungen erfasst worden.
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Die Planung und Organisation von notwendigen adjuvanten Therapien wurde Uber
die Ambulanz durchgeflhrt. Die Mitteilungen Uber den Tod des Patienten und
mogliche Todesursachen sind uber den behandelnden Hausarzt oder das
Tumorzentrum erfolgt.

Die Zusammenfuhrung und Auswertung der klinischen, inklusive follow up Daten und
der Ergebnisse aus der Chipuntersuchung wurde in einer Access-Datenbank durch
die beteiligten Kliniken (Klinik und Poliklinik fur Herz- und Thoraxchirurgie, Klinik und
Poliklinik fur Kinderheilkunde) und der Firma EOS Biotechnology Inc. realisiert.

Klinik fiir Institut fiir Klinik fiir EQS-
Herz- und Thorax- Pathologie Kinderheilkunde Biotechnology
Chirurgie
Tumoraufbereitung Gew—eme:- Datenaufbereitung
Operation Entnahme von aufbereitung
Tumorresektion | | reprasentativem . ) Adressierung
Tumorgewebe RNA-Praparation | | gegmentierung
\, cDNA .| Intensitéts-
. ;RNH ) kalkulation
Kiassifizieruin ragmentierun i3
Follow u | o g Hybgridisierungg Qualitdtsmessung
Uberlebenszeit mologie Scannen R
Rezidiverfassung . ] g .
Immunhistochemie Scaling
[ [ [ |
¥
Dokumentation und Auswertung
- Erfassung aller klinischen und operativen Daten
- Erfassung und Aktualisierung der follow-up Daten
- Zusammenfihrung der klinischen Daten mit den Ergebnissen
der genomischen Untersuchung

Abbildung 1:: Kooperationsschema zur Analyse der Genomik des Bronchialkarzinoms
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3.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Zwischen dem 01.07.1999 und 31.12.2001 wurden in der Klinik fur Herz- und
Thoraxchirurgie 186 Patienten an einem Nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom
operiert. Die genetischen Untersuchungen wurden an histomorphologisch
gesicherten Plattenepithel- und Adenokarzinomen durchgefuhrt. Die histologische
Einstufung erfolgte nach den Kriterien der WHO.

Bei 99 Patienten (79 Manner und 20 Frauen) konnte eine eindeutige Zuordnung des
Tumors in Plattenepithel- bzw. Adenokarzinom erfolgen. Das mittlere Alter der
Patienten lag bei 65.5 (SD+8.3) Jahren. 64 Patienten waren Raucher, wobei die
durchnittliche Dauer des Nikotinabusus bei 33.2 (SD+9.4) Jahren lag. Anamnestisch
gaben 8 Patienten an, vor dem Bronchialkarzinom schon einmal an einem
extrapulmonalen (n=6) bzw. pulmonalen (n=2) Ersttumor erkrankt gewesen zu sein.
Fur die beiden pulmonalen Tumoren konnte der Nachweis erbracht werden, dass es
sich um pulmonale Zweitkarzinome handelte. Ebenfalls ist fur alle NSCLC mit
extrapulmonalem  Ersttumor (e ein  Larynxkarzinom, B-Zell-Lymphom,
Blasenkarzinom, Mammakarzinom, Hauttumor und ein Carcinoma in situ der
Mamma) immunhistologisch der Beweis erbracht worden, dass keine Metastasierung
des Ersttumors vorlag. Bei 29 (29%) Patienten bestanden familiare
Krebsbelastungen, wobei in 45% (n=13) der Falle primare Bronchialkarzinome
erhebbar waren. Exogenen Noxen (z.B. Asbestkontakt, Strahlenbelastung), fur die
ein ursachlicher Zusammenhang zu pulmonalen Malignomen besteht, waren 23
(23%) Patienten ausgesetzt. Die mittlere Expositionsdauer fur diese Noxen lag bei
21.2 (SD % 14.3) Jahren. Auf Grund eines fortgeschrittenen Tumorstadiums wurden 8
Patienten neoadjuvant chemotherapiert. Im Mittel lag die Anzahl der praoperativ
durchgefiuihrten Chemotherapiezyklen bei 3.1 Zyklen. Des Weiteren hatten zwei
Patienten bei der Anamneseerhebung angegeben, frGher wegen eines anderen
Tumors schon eine Strahlentherapie erhalten zu haben.

Die am haufigsten ausgefuhrte Operation war die Lobektomie (n=71). Weiterhin
wurden 15 Pneumonektomien, sechs diagnostische Thorakotomien mit
Tumormaterialentnahme, funf Segmentresektionen und zwei Bilobektomien
vorgenommen. Nach erfolgtem chirurgischen Eingriff hatten 83 (84%) Patienten
keinerlei Tumorreste (RO-Situation) im Resektionsgebiet bzw. keinen Hinweis auf

eine noch bestehende Fernmetastasierung.
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Bei acht (8%) Patienten war durch den Pathologen noch ein mikroskopischer
Tumorrest (R1-Situation) in den Resektionsrandern des Operationspraparates
nachweisbar. Bei ebenfalls acht Patienten lag ein makroskopischer Tumorrest im
Operationsgebiet bzw. eine bekannte noch nicht resezierte Fernmetastase (R2-
Situation) vor. Auf der Basis der intraoperativen Befunde sowie den Ergebnissen der
histomorphologischen Aufarbeitung der Tumor-, Lungen- und Lymphknotenpraparate
wurden folgende Tumorstadien entsprechend der UICC von 1997 postoperativ
(pTNM) festgelegt: Stadium IA — 18 (18%) Patienten, Stadium IB — 19 (19%),
Stadium IIA = 5 (5%), Stadium IIB — 21 (21.5%), Stadium IIA — 21 (21.5%) , Stadium
B - 9 (9%) , Stadium IV — 6 (6%). Der Pathologe hat hinsichtlich des
Differenzierungsgrads 27 Tumore als maRig (G2) bzw. 68 Tumore als schlecht (G3)

differenziert sowie 4 Tumore als undifferenziert (G4) eingestuft. Ein hoch
differenziertes Karzinom (G1) lag in keinem Fall vor.
Tabelle 3: Patientencharakteristik
alle Plattenepithel- Adeno- Signifikanz
karzinome karzinome
n 99 56 43
Alter 65.5 +8.3 66.1+7.3 64.7+9.3 0.45
Geschlecht
Frauen 20 (20%) 79 5 (9%) 15 (35%)
Manner (80%) 51 (91%) 28 (65%)
Frauen : Manner 1:4 1:10 1:1.9 0.001
Nikotinverhalten
Nichtraucher 33 (33%) 17 (30%) 16 (37%)
Raucher 64 (65%) 37 (66%) 27 (63%)
Keine Angabe 2 (2%) 2 (4%) 0 (0%) 0.38
Dauer des Nikotingenuss 33.219.4 33.419.9 33.1+9.0 0.96
(in Jahren)
Krebsbelastung
Eigener Ersttumor 8 (8%) 7 (12%) 1(2%) 0.02
Familare Krebsbelastung
Insgesamt 29 (29%) 18 (32%) 11 (26%) 0.48
davon Lunge 13 (45%) 9 (50%) 4 (36%)
Exogene Noxen Asbestkontakt
Strahlenbelastung 18 (18%) 10 (18%) 8 (19%)
Passivrauchen 2 (2%) 1 (2%) 1(2%)
3 (3%) 0 (0%) 3 (7%)
Expostionsdauer (in Jahren)
21.2+14.3 19.2+13.7 3.0+14.6 0.54

20




alle Plattenepithel- | Adeno- Signifikanz
karzinome karzinome
Neoadjuvante Therapien insg. 10 (10%) 7 (12%) 3 (7%) 0.47
Neoadjuvante Chemotherapie 8 (8%) 5 (9%) 3 (7%)
Zyklen (mittel) 3.1 3.1 3.3
Praoperative Bestrahlung 2 (2%) 2 (4%) 0 (0%)
Operativer Umfang
PE/diagnostische T. 6 (6%) 4 (7%) 2 (5%)
Segmentresektion 5 (5%) 2 (3.5%) 3 (7%)
Lobektomie 71 (72%) 37 (66%) 34 (78%)
Bilobektomie 2 (2%) 2 (3.5%) 0 (0%)
Pneumonektomie 15 (15%) 11 (20%) 4 (10%) 0.31
Resektionsart
RO 83 (84%) 44 (78%) 39 (90%)
R1 8 (8%) 6 (11%) 2 (5%)
R2 8 (8%) 6 (11%) 2 (5%) 0.28
T-Status
T1 29 (29%) 8 (14%) 21 (48%)
T2 41 (42%) 29 (52%) 12 (28%)
T3 18 (18%) 14 (25%) 4 (10%)
T4 11 (11%) 5 (9%) 6 (14%) 0.0005
N-Status
NO 46 (47%) 25 (45%) 21 (48%)
N1 28 (28%) 16 (28%) 12 (28%)
N2 21 (21%) 12 (22%) 9 (21%)
N3 1 (1%) 1 (2%) 0 (0%)
NX 3 (3%) 2 (3%) 1 (3%) 0.9
M-Status
MO 93 (94%) 52 (93%) 41 (95%)
M1 6 (6%) 4  (7%) 2 (5%) 0.61
Stadium
1A 18 (18%) 5 (9%) 13 (30%)
1B 19 (19%) 14 (25%) 5 (11%)
A 5 (5%) 2 (3%) 3 (7%)
1IB 21 (21.5%) | 15 (27%) 6 (14%)
A 21 (21.5%) | 11 (20%) 10 (23%)
1B 9 (9%) 5 (9%) 4  (10%)
\Y 6  (6%) 4 (7%) 2 (5%) 0.08
Differenzierung
G1 0 0 0
G2 27 (27%) 13 (23%) 14 (33%)
G3 68 (69%) 40 (72%) 28 (65%)
G4 4  (4%) 3 (5%) 1 (2%) 0.67
Adjuvante Therapien 49 (49.5%) | 26 (46.5%) 23 (53.5%
Radiotherapie 28 14 14
Chemotherapie 14 9 5
Radio-/Chemotherapie 7 3 4
Concomitant 6 3 3
Sequentiel 1 0 1
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alle Plattenepithel- | Adeno- Signifikanz
karzinome karzinome

Ursachen
(Mehrfachnennung maglich)
Intraoperativ:T3 8 7 1

T4 7 3 4

N2 20 9 11

N3 1 1 0

M1 4 4 0
Postoperativ: R1 5 3 2

R2 8 6 2
Fortfiihrung der neoadjuv. Th. 3 3 0
Follow up:  Lokoreg. Rezidiv 1 0 1

Fernmetast. 13 5 8

Die auf Grundlage der histomorphologischen und immunhistochemischen
Aufarbeitung erfolge Einteilung der Tumore in Plattenepithel- bzw. Adenokarzinome
erbrachten zwei Patientengruppen mit 56 Patienten (Plattenepithelkarzinome) bzw.
43 Patienten (Adenokarzinome). Diese beiden Patientengruppen unterschieden sich
hinsichtlich ihrer klinischen und tumorspezifischen Daten in 2 Merkmalen signifikant,
welche auch deutlich zur Charakterisierung dieser beiden histologischen Typen
beitragen (Tab.3). Mit 1:1.9 (weiblich:mannlich) bestand die
Adenokarzinompatientengruppe anteilsmaRig aus signifikant (p=0.001) mehr Frauen,
als die Gruppe der Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom (1:10). Ein weiteres
signifikantes Unterscheidungsmerkmal zwischen beiden histologischen Gruppen war
die TumorgroRBe (T-Status). Fast die Halfte (48%) aller operierten Adenokarzinome
war kleiner als 3 cm (T1-Status), wohingegen die Plattenepithelkarzinome nur zu
14% kleiner als 3 cm malen (p=0.0005). Bei Zusammenfuhrung von Tumor-,
Lymphknoten- bzw. Fernmetastasierungs-Status zum TNM-System, konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied zwischen Adeno- und Plattenepithelkarzinompatienten
nachgewiesen werden. Alle anderen klinischen Daten unterschieden sich nicht in
ihrer Auspragung zwischen den beiden histologischen Subtypen der NSCLC.

Da sowohl Chemo- als auch Strahlentherapie einen Einfluss auf das menschliche
Genom haben konnen, wurden fur die weitere Auswertung der Genexpression nur
Expressionsprofile von Patienten ohne neoadjuvante Chemotherapie bzw.
praoperative Bestrahlung verwendet. Somit erfolgte die weitere Auswertung der
Genchipdaten an 89 Patienten (Tab.4).
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Tabelle 4: Zusammensetzung des Datensatzes fur die fortfilhrende Auswertung der Microarrays

Gewebeproben n

Adenokarzinom 40
Plattenepithelkarzinom 49
Summe der Tumorproben 89
Lunge (Kontrolle) 15

3.2 Datenanalyse

Nach Normierung der Rohdaten der Affymetrixchips sind alle Signalintensitaten
kleiner 60 auf einen Wert von 60 gesetzt worden, um nicht mit Null- bzw.
Negativwerten rechnen zu mussen [38]. Gene die eine Signalintensitat von 60 in
allen Experimenten (allen Gewebeproben) hatten, wurden von der weiteren Analyse

ausgeschlossen (absent calls) [69].

3.2.1 t-Test
Zur Bestimmung von signifikant unterschiedlich exprimierten Genen wurde als

Inferenzstatistik der t-Test verwendet. Die Festlegung des Signifikanzniveaus (p-
Wert) war von entscheidender Bedeutung. Zur Vermeidung einer hohen Anzahl von
falsch positiven Targets wurde eine Korrektur des p-Wertes nach Bonferroni [63]
durchgefiihrt. Dazu ist der p-Wert (0.05) durch die Gesamtzahl der Sonden auf dem
Chip (n=59 620) dividiert worden. Somit wurde ein p-Wert als cut-off von 8x10”

berechnet.
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3.2.2 Bestimmung des Vielfachen (fold change)

Zur Untersuchung von Expressionsunterschieden wurden die Mittelwerte der
Tumorproben durch die Mittelwerte der Kontrollgewebe (Lunge) dividiert. Die somit
erhaltenen Werte waren das Vielfache der Expression des Tumor- zum
Lungengewebe, wobei ein Quotient von 1 eine unveranderte Expression zwischen
Tumor und Lunge angab, ein Wert unter 1 herunter-/down regulierte Gene und ein
Wert groRer 1 herauf-/Jup regulierte Gene im Tumor auswies. Als signifikant
differentiell exprimierte Gene wurden solche Gene definiert, bei denen einerseits die
Unterschiede im t-Test einem Signifikanzniveau von p<8x10” entsprachen und
Zweitens das Vielfache (fold-change) der Mittelwerte mindestens 2 flr herauf

regulierte bzw. 0.5 fur herab regulierte Gene war.

3.2.3 Statistische Aufarbeitung der Genexpressionsdaten und klinischer
Parameter

Zusammenhange  zwischen zwei Variablen z.B. Genexpression und
Metastasierungsverhalten wurden mittels Chi-Qudarat-Tests  geprift. Die
Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde univariat nach der Kaplan-Meier-Methode
berechnet. Um die Uberlebenskurven auf einen signifikanten Unterschied zu testen,
wurde der Log-Rank-Test ausgefuhrt. Dieser Test grindet sich auf Unterschiede
zwischen beobachteten und erwarteten Ereignishaufigkeiten zu den einzelnen
Zeitpunkten. Mit Hilfe der Cox-Regressionsanalyse wurde gepruft, wie bestimmte
Variablen (z.B. potentielle Prognosefaktoren) die Uberlebenswahrscheinlichkeit
beeinflussen.

Zunachst wurden allgemeine Uberlebensstatisktiken aller Patienten mittels der
Kaplan-Meier-Methode erstellt, die anschlieBend mit klinischen Daten wie Alter,
Geschlecht und TNM-Stadium korreliert wurden.

In ahnlicher Weise wurde mit der Lokalrezidiv- und Fernmetastasierungsrate
verfahren, wobei auch hier eine graphische Darstellung der rezidivfreien Zeitintervalle
mittels der Kaplan-Meier-Methode erfolgte.

AnschlieBend erfolgte die Einteilung der individuellen Genexpressionen aller
Cathepsine in hoch oder niedrig. Als ,cut-off‘ diente hierbei jeweils der mediane
Expressionswert, wobei Expressionen Uber dem Median als hoch und entsprechend

Werte unter dem Median als niedrig eingestuft wurden.
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Mit den erhaltenen Expressionsewerten flhrten wir weitere vergleichende
Berechungen in Hinblick auf prognostische Relevanz durch.

Fur die Bewertung, der in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Expressionsdaten,
hielten wir es fur relevant, diese mit bereits bekannten Expressionsprofilen des
menschlichen Koérpers zu vergleichen. Mit Hilfe von sogenannten Koérperatlanten
(body maps) die vom ,Cancer Genome Anatomy Project* (CGAP) zur Verfigung
gestellt werden, war es moglich die gefundenen Expressionsprofile mit dem aktuellen
Wissensstand zu vergleichen.

Samtliche statistische Berechnungen wurden mit dem Programm SPSS 11.0
durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Uberlebensprognose und Rezidiv- / Metastasierungsraten

Insgesamt wurden die Chip-Analyse bei 99 Patienten durchgefluhrt. Die nachfolgende
Analyse der Uberlebenszeiten beinhaltet diejenigen Patienten, die préoperativ weder
einer Chemotherapie (n=8) noch einer Bestrahlung (n=2) zugefiuhrt wurden, da diese
Therapien einen Einfluss auf die klinische Entwicklung und genetische
Veranderungen im Tumorgewebe haben. Desweiteren wurden Patienten
ausgeschlossen, die an einer nicht direkt mit dem Tumor assoziierten Krankheit
verstorben sind. Hierunter zahlten ein Zweitkarzinom der Lunge, ein Myokardinfarkt,
eine Osophagusvarizenblutung und eine Sepsis. Weitere 3 Patienten verstarben
innerhalb der ersten 30 Tage nach der Operation, was einer 30-Tage-Letalitat von
3.0% entspricht. Die Ubrigen 82 Patienten sind Gegenstand der nachfolgenden

Berechnungen.

4.1.1 Uberlebensprognose
Die mittlere Uberlebenszeit aller Patienten betrug 27.7 Monate (Abb. 2). Dabei lagen

die 1-, 3- und 5-dahresuberlebensraten bei 78%, 47% und 35%.
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Abbildung 2: Uberlebensfunktion aller operierten Patienten (n=82)
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Die univariate Analyse (Tabelle 5) zeigte, dass das Tumorstadium (p=0.002) und der
Resektionsstatus (p=0.055) einen erheblichen Einfluss auf die Uberlebenszeit der
Patienten hatten. Keinen Einfluss auf das Uberleben hatten die klinischen Parameter
Geschlecht, Alter, Histologie und familidare Belastung hinsichtlich einer

Tumorerkrankung.

Tabelle 5: Einfluss ausgewahlter klinischer Parameter auf die Uberlebenszeit

_ Mediane
n Uberlebenszeit Univariat (log rank) p=

Geschlecht M 66 22.2

W 16 24 .1 0.58
Alter <65 32 23.3

>65 50 21.8 0.75
Histologie Adeno-Ca 36 241

Plattenepithel-Ca 46 22.2 0.78
TNM I 30 24.4

Il 18 21.3

Il 28 14.9

\Y; 6 15.8 0.002
R-Situation RO 67 24 1

R1 4 22.0

R2 9 6.3 0.055
Familienanamnese negativ 58 20.6

positiv 24 28.8 0.54

4.1.2 Rezidiv- und Fernmetastasierungsrate

Nach der Operation waren 81.7% (67/82 Patienten) tumorfrei (RO-Resektion).
Wahrend der ambulanten Nachbeobachtungsphase traten bei 41 Patienten (61.2%)
keine Lokalrezidive oder Fernmetastasen auf. Bei 10 Patienten (14.9%) entwickelten
sich lokale Rezidive, bei 19 Patienten (28.4%) wurden Fernmetastasen festgestellt.
11 Patienten (16.4%) bildeten sowohl lokoregionale Rezidive als auch
Fernmetastasen aus. Der Chi-Quadrat-Test zeigte keine Korrelation zwischen
ausgewabhlten klinischen Parametern und der Lokalrezidiv- und
Fernmetastasierungsrate (Tabelle 6), wobei Patienten mit einem Adenokarzinom

tendenziell zu einer hdheren Rate an Rezidiverkrankungen neigten.
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Tabelle 6: Haufigkeiten des Auftretens von Lokalrezidiven und/oder Fernmetastasen bei RO-resezierten

Patienten in Abhangigkeit von klinischen Parametern

Kein Fern-

n Rezidiv Lokalrezidiv | metastasen Beides p=

Geschlecht M 52| 29 (55.8%) 4 (7.7%) 13 (25%) | 6 (11.5%)
W 15| 8 (53 %) 1(6.7%) 5(33.3%) 1(6.7%) 0.9

Alter <65 23| 11 (47.8%) 0 7 (30.4%) | 5(21.7%)
>65 44| 26 (59.1%) 5(11.4%) 11 (25%) 2 (4.5%) 0.06

Histologie Adeno-Ca 32| 13 (40.6%) 2 (6.3%) 12 (37.5%) | 5(15.6%)
Plattenep.-Ca | 35| 24 (68.6%) 3 (8.6%) 6 (17.1%) | 2(5.7%) 0.08

TNM I 28| 15 (53.6%) 2 (7.1%) 8(28.6%) | 3 (10.7%)

Il 18| 13 (72.2%) 0 3(16.7%) | 2(11.1%)
11 21| 9(42.9%) 3 (14.3%) 7(33.3%) | 2(9.5%) 0.5

Familienanamnese | negativ 45| 25 (55.6%) 3 (6.7%) 10 (22.2%) | 7 (15.6%)
positiv 22| 12 (54.4%) 2 (9.1%) 8 (36.4%) 0 0.2

Bei allen RO-resezierten Patienten betrug der durchschnittliche Zeitraum bis zur

Ausbildung von Lokalrezidiven und/oder Fernmetastasen 22.7 Monate (Abb.3).

Hierbei waren nach einem, zwei und funf Jahren jeweils 70%, 58% bzw. 48% der

Patienten immer noch rezidivfrei.
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Die univariate Analyse zeigte einen erheblichen Einfluss des Tumorstadiums (TNM)
auf das rezidivfreie Intervall (p=0.01). So konnte mit Zunahme des Tumorstadiums
auch eine Verkurzung des Zeitraums zwischen Operation und Auftreten eines ersten
Rezidivs nachgewiesen werden. Die Ubrigen ausgewahlten klinischen Parameter

korrelierten univariat nicht mit der Lange des rezidivfreien Intervalls (Tabelle 7).

Tabelle 7: Einfluss ausgewahlter klinischer Parameter auf das rezidivfreie Intervall (DFI)

n medianes DFI (Monate) Univariat (log rank) p=

Geschlecht w 15 22.0

m 52 16.5 0.60
Alter <65 23 15.0

>65 44 21.5 0.78
Histologie Adeno 32 16.5

Plattenep. 35 19.0 0.54
TNM I 28 23.5

Il 18 19.5

] 21 8.0 0.01
Familienanamnese negativ 45 16.0

positiv 22 24.5 0.78

4.2 Differentiell exprimierte Gene

4.2.1 Lunge versus NSCLC

Die genomischen Untersuchungen mittels Oligonukleotidarrays (K-Chip) wurden an
Plattenepithelkarzinomen (n=56), Adenokarzinomen (n=43) und Lungengeweben
(n=19)  durchgefuhrt  (Total: 118 Proben).  Zur  Berechnung von
Expressionsunterschieden zwischen Lunge und Tumor wurden nur Gewebeproben
von Patienten (n=89) ohne neoadjuvante Chemotherapie oder adjuvante
Radiotherapie verwendet. Die sieben bei der Uberlebensstatisktik vorher exkludierten
Patienten, die an einer nicht tumorassoziierten Erkrankung oder innerhalb von 30
Tagen verstorben sind, wurden in die Bestimmung der differentiell exprimierten Gene

miteinbezogen, wodurch sich der Unterschied der Fallzahlen erklart.
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Von den auf den K-chips enthaltenen 59 620 Sondensatzen hatten 14 317 (24%)
sowohl in allen Lungen- als auch in allen Tumorgewebeproben eine Signalintensitat
von 60, was bedeutet, dal} an diesen Sondensatzen keine Expression stattgefunden
hat (absent calls).

Diese Gene wurden von den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen, da sie keine

Informationen zur Differenzierung der Gewebe enthalten.

In 73.5% (n=43 770) der auf dem Chip enthaltenen Sondensatze lagen Expressions-
unterschiede zwischen den Gewebeproben vor, wobei die Unterschiede zwischen
Lungen- und Tumorproben im t-Test nicht signifikant waren (Abb.4). Bei 1533 (2.5%)
Genen lagen die p-Werte zwischen den Lungen- und
Bronchialkarzinomgewebeexpressionen unter dem gewahlten Signifikanzniveau
(p=8x107). Davon hatten 979 (1.6%) Gene eine erhdhte Expression im Tumor im
Vergleich zur Lunge und 554 (0.9%) Gene eine erniedrigte Expression. Unter
Berucksichtigung eines Expressionsunterschieds von 2.0 konnten nur 344 von
59.620 (0.6%) Sondensatzen als signifikant exprimierte Gene (fold-change: =2 bzw.
<0.5, p<8x10”) zwischen Lunge und Tumor bezeichnet werden. Von diesen 344
Sondensatzen bzw. Genen waren im Tumor im Vergleich zur Lunge 187 (0.3%)
signifikant herauf bzw. 157 (0.3%) im Tumor herunterreguliert (Abb. 5).

100% -
80% -
60% -
73,5%
40% -
24%
20% A
1,6% 0,9%
0% T — — 1
unverandert abcent calls heraufreguliert herunterreguliert

Abbildung 4: Relative Unterschiede der Expression aller untersuchten Gene in Tumor- Lungengewebe
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Abbildung 5: differentiell exprimierte Gene (Lunge vs. Tumor) in Abhangigkeit vom fold-change der
Expressionsmittelwerte (p=8x107)

4.2.2 Expression von Cathepsinen (Lunge versus NSCLC)

Insgesamt wurden 13 verschiedene Cathepsine untersucht von denen nur zwei
(Cathepsin O und H) das oben genannte Signifikanzniveau im t-Test in Bezug auf
differentielle Expression zwischen Lunge und Karzinom erreichten. Der fold-change
zwischen Lunge und Karzinom lag zwischen maximal 1.46 beim Cathepsin D und
minimal 0.61 beim Cathepsin H (Tabelle 8). Somit entsprach keines der Cathepsine
bei der Expression zwischen Tumor- und Lungengewebe den gewahlten

Signifikanzkriterien.

Tabelle 8:Expression von Cathepsinen in Lunge und NSCLC

Expression Expression
Name des Gens (Lunge) (NSCLC) fold-change t-Test (p=)
Cathepsin B 1044 1098 1.05 2.7x 10"
Cathepsin C 541 451 0.83 3.7x10°
Cathepsin D 458 671 1.46 3.9x10°
Cathepsin E 183 172 0.94 7.7 x 10"
Cathepsin F 295 232 0.79 7.6x10™
Cathepsin G 340 296 0.87 7.9x10°
Cathepsin H 1575 961 0.61 1.7 x10°
Cathepsin K 283 373 1.32 43x10°
Cathepsin L 707 621 0.88 9.9x10™
Cathepsin O 342 215 0.63 1.3x10°
Cathepsin S 303 184 0.61 9.7x10°
Cathepsin W 336 262 0.78 1.3x10°
Cathepsin Z 344 237 0.69 1.3x 102
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4.2.3 Expression von Cathepsinen (Lunge versus Adenokarzinom)

Beim Vergleich der Expression der Cathepsine zwischen Lungengewebe und
Adenokarzinom ergaben sich in keinem Fall signifikante Expressionsunterschiede.
Der fold-change lag hierbei zwischen 0.72 beim Cathepsin Z und 1.51 beim
Cathepsin D (Tabelle 9).

Tabelle 9:Expression von Cathepsinen in Lunge und Adenokarzinom

Expression Expression
Name des Gens (Lunge) (Adeno-Ca) fold-change t-Test (p=)
Cathepsin B 1044 1132 1.08 1.0x 10"
Cathepsin C 541 491 0.91 1.4 x10™
Cathepsin D 458 692 1.51 2.3x10°
Cathepsin E 183 241 1.32 24x10"
Cathepsin F 295 245 0.83 1.2 x 107
Cathepsin G 340 300 0.88 1.6 x 107
Cathepsin H 1575 1143 0.73 1.5x10°
Cathepsin K 283 381 1.35 59x10°
Cathepsin L 707 687 0.97 5.2 x 10
Cathepsin O 342 262 0.77 24x10°
Cathepsin S 303 236 0.78 6.4 x 107
Cathepsin W 336 280 0.83 1.9x 10"
Cathepsin Z 344 249 0.72 2.8 x 107

4.2.4 Expression von Cathepsinen (Lunge versus
Plattenepithelkarzinom)

Im Vergleich zum Lungengewebe waren im Plattenepithelkarzinom die Cathepsine S,
O, W und H mit signifikantem p-Wert im t-Test niedriger exprimiert. Die fold-changes
lagen dabei fur das Cathepsin S bei 0.47, Cathepsin O bei 0.52, Cathepsin W bei
0.74 bzw. fir das Cathepsin H bei 0.52 (Tabelle 10). Somit entsprach nur das
Cathepsin S dem Signifikanzniveau und wurde im Lungengewebe signifikant hoher

exprimiert.
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Tabelle 10: Expression von Cathepsinen in Lunge und Plattenepithelkarzinom (PE)

Name des Gens | Expression (Lunge) | Expression (PE) | fold-change t-Test (p=)
Cathepsin B 1044 1072 1.03 7.9x 10
Cathepsin C 541 420 0.78 3.2x10*
Cathepsin D 458 655 1.43 4.3x10°
Cathepsin E 183 118 0.65 3.0x 107
Cathepsin F 295 222 0.75 1.5x10™
Cathepsin G 340 293 0.86 6.1x 107
Cathepsin H 1575 819 0.52 3.5x10™
Cathepsin K 283 366 1.29 1.6 x 107
Cathepsin L 707 569 0.80 2.2x10°
Cathepsin O 342 178 0.52 2.9 x 10"
Cathepsin S 303 143 0.47 9.7x10°
Cathepsin W 336 248 0.74 5.5x 10
Cathepsin Z 344 227 0.66 1.1x 107

4.3 Cathepsinverteilung in physiologischen und malignen
Geweben

Cathepsine sind als lysosomale Enzyme eine ubiquitar vorkommende Stoffgruppe.
Dennoch gibt es erhebliche Unterschiede in der Hohe der Expression in den
verschiedenen Geweben des Korpers. Das Cancer Genome Anatomy Project
(CGAP) ist ein interdisziplinares Programm, welches vom National Cancer Institute
(NCI) eingerichtet wurde. Ziel des Projektes ist es sogenannte ,Bodymaps’ also
Korperatlanten fur Gene zur Verfligung zu stellen. Die Expressionslevel der
verschiedenen Gene werden hierbei farbkodiert und sowohl flr gesundes, als auch
fur maligne verandertes Gewebe dargestellt. Die Ergebnisse des CGAP sind im

Internet unter http://cgap.nci.nih.gov mit dem sogenannten SAGE-Viewer grafisch

dargestellt und der Offentlichkeit zugénglich gemacht worden.

Mit Hilfe des SAGE-Viewers ist es mdglich die Ergebnisse der DNA-Array-Chip-
Analyse zu validieren. In Abbildung 6 sind Bodymaps fur ausgewahlte Cathepsine
und der jeweilige mediane Expressionslevel aus den von uns durchgefuhrten Chip-
Analyse dargestellt. Hierbei wurden die Expressionslevel, die mit dem SAGE-Viewer
ermittelt wurde farblich, die Ergebnisse der Chip-Analyse von Lungen- und
Tumorgewebe numerisch dargestellt.

Die Ergebnisse sind bis auf wenige Ausnahmen durchaus vergleichbar. Wie auch in
der DNA-Array-Analyse zu sehen, wird beispielsweise Cathepsin B sowohl im
Lungengewebe als auch im Karzinom relativ hoch exprimiert, wobei sogar noch eine

Steigerung der Expression im Karzinomgewebe zu verzeichnen ist.
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Auch die hohe Expression des Cathepsin H sowohl im Lungen- als auch im
Tumorgewebe konnte durch den SAGE-Viewer validiert werden. Die relativ niedrigen
Expressionswerte fir die Cathepsine K und S werden ebenfalls durch die Ergebnisse
des SAGE-Viewers bestatigt. Lediglich beim Cathepsin Z weichen die Ergebnisse der
beiden Untersuchungen voneinander ab. Wahrend im SAGE-Viewer das Cathepsin Z
schon im Lungengewebe eine relativ hohe Expression aufweist, die sich im
Tumorgewebe nochmals erhéht, wurden bei der Chip-Analyse relativ niedrige
Expressionswerte verzeichnet, die sich tendenziell im Tumorgewebe noch niedriger
darstellten. Insgesamt konnten die Ergebnisse des SAGE-Viewers die vorliegenden

Daten jedoch verifizieren.

Cath.B Cath.H Cath.K Cath.L Cath.O Cath.S Cath.W Cath.Z

Normalgewebe
Mittlere Expression 1044.4 15751 283.1 707.3 3424 303.5 335.9 344.1
Gehirn
Schilddriise
Lunge

8 bis 15
16 bis 31

32 bis 63
Brustdrise

Magen 128 bis 255
Pankreas

Leber

Niere
Prostata

Knochenmark

Lymphknoten

Tumorgewebe
Mittlere Expression 1098.2 9612 3726 621.0 2150 183.8 2624  236.7
Gehirn
Schilddriise

Lunge

]
Brustdriise
vagen [
Pankreas
Leber
Niere
Prostata
Knochenmark

Lymphknoten

Abb. 6: SAGE-Viewer Daten (farblich kodiert) beziehen sich auf tags pro 200 000. Chip-Daten (numerisch
dargestellt) beziehen sich auf Mittelwerte der Expression in Lungengewebe und NSCLC.
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4.4 Cathepsine und Tumorrezidive

Um den Einfluss der Hohe der Genexpression auf Tumorrezidive untersuchen zu
konnen, teilten wir die individuellen Expressionswerte in hoch- und niedrigexprimiert
ein. Der Median aller Genexpressionen eines Cathepsins diente uns hierbei als ,cut-
off, wobei alle Werte Uber dem Median als hoch-, und alle Werte darunter als
niedrigexprimiert eingestuft wurden.

Korrelierte man die unterschiedlich hohe Genexpression der einzelnen Cathepsine
mit dem Auftreten von Lokalrezidiven und/oder Fernmetastasen, so ergab sich fir
das Cathepsin C ein statistisch signifikanter Zusammenhang (p=0.02). Erhohte
Expressionswerte des Cathepsin C im Tumorgewebe gingen hierbei mit einer
erhdhten Rate an Lokalrezidiven und Fernmetastasen einher. Erniedrigte
Expressionswerte waren mit einer erniedrigten Zahl an Rezidiverkrankungen
assoziiert. Auch bei anderen Cathepsinen war diese Korrelation zwischen erhdhter
Expression und Tumorrezidiverkrankung zu eruieren, auch wenn hier die statistische
Signifikanzgrenze nicht erreicht wurde. So erlitten nur 11 Patienten mit einer
erniedrigten Cathepsin K Expression eine Rezidiverkrankung, wahrend die Ubrigen
21 rezidivfrei blieben. Uber die Halfte der Patienten mit einer hohen Cathepsin K
Expression bildeten hingegen ein Lokalrezidiv und/oder Fernmetastasen aus. Bei
den Cathepsinen B und L verhielt es sich ahnlich. Diejenigen Patienten mit einer
erniedrigten Catepsinexpression bildeten zumeist seltener Rezidiverkrankungen aus
als Patienten mit erhohter Expression. Gleichzeitig erlitten mehr hochexprimierende
Patienten eine Rezidiverkrankungen als niedrigexprimierende. Tabelle 11 fasst die

wesentlichen Ergebnisse zusammen.
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Tabelle 11: Einfluss der Cathepsinexpression auf Lokalrezidive und Fernmetastasen

Gene Expression n Kein Rezidiv Rezidiv Chi-Quadrat (p=)
Cathepsin B niedrig 29 19 10

hoch 38 18 20 0.14
Cathepsin C niedrig 35 24 11

hoch 32 13 19 0.02
Cathepsin D niedrig 32 20 12

hoch 35 17 18 0.25
Cathepsin E niedrig 31 19 12

hoch 36 18 18 0.35
Cathepsin F niedrig 33 20 13

hoch 34 17 17 0.38
Cathepsin G niedrig 35 20 15

hoch 32 17 15 0.74
Cathepsin H niedrig 31 21 10

hoch 36 16 20 0.056
Cathepsin K niedrig 32 21 11

hoch 35 16 19 0.1
Cathepsin L niedrig 34 22 12

hoch 33 15 18 0.11
Cathepsin O niedrig 32 20 12

hoch 35 17 18 0.25
Cathepsin S niedrig 30 20 10

hoch 37 17 20 0.09
Cathepsin W niedrig 33 19 14

hoch 34 18 16 0.7
Cathepsin Z niedrig 35 20 15

hoch 32 17 15 0.7

4.4.1 Einfluss der Cathepsine auf das rezidivfreie Intervall

Mehrere Cathepsinexpressionen scheinen einen Einfluss auf die Lange des
rezidivfreien Intervalls zu besitzen. Bei der Korrelation der Hohe der einzelnen
Cathepsinexpressionen mit dem mittleren rezidivfreien Zeitintervall (Disease Free
Intervall, DFI) zeigte sich ein hochsignifikanter Zusammenhang flr die Cathepsine K,
B und L.

Bei allen drei Cathepsinen flhrte eine hohe Expression dazu, dass sich das
rezidivfreie Intervall erheblich verklirzt (siehe Tabelle 12). Somit war die
Hochregulation der Expression der Cathepsine K, B und L im Tumorgewebe ein

Zeichen fur das relativ schnelle Auftreten einer Rezidiverkrankung.

36



Tabelle 12: Einfluss der unterschiedlichen Cathepsinexpression auf das rezidivfreie Intervall (DFI)

Gene | Expression| n Rezidivrate Mittleres DFI (Monate) P=
Cathepsin B niedrig 29 10 47.7

hoch 38 20 33.5 0.04
Cathepsin C niedrig 35 11 47.2

hoch 32 19 32.9 0.08
Cathepsin D niedrig 32 12 44.4

hoch 35 18 35.6 0.13
Cathepsin E niedrig 31 12 42.7

hoch 36 18 37.6 0.53
Cathepsin F niedrig 33 13 45

hoch 34 17 32.9 0.19
Cathepsin G niedrig 35 15 40

hoch 32 15 39.7 0.86
Cathepsin H niedrig 31 10 48.5

hoch 36 20 25.4 0.06
Cathepsin K niedrig 32 11 47.3

hoch 35 19 324 0.04
Cathepsin L niedrig 34 12 455

hoch 33 18 34 0.05
Cathepsin O niedrig 32 12 43.5

hoch 35 18 36.9 0.32
Cathepsin S niedrig 30 10 47.3

hoch 37 20 33.8 0.06
Cathepsin W niedrig 33 14 39.7

hoch 34 16 39.7 0.79
Cathepsin Z niedrig 35 15 40.6

hoch 32 15 39.1 0.78

Auch die Analysen nach Kaplan-Meier zeigten gut den Zusammenhang zwischen der
Expression der Cathespine K, B und L und dem rezidivfreien Uberleben (Abb. 7 — 9).
Alle drei Cathepsinexpressionen wiesen hier einen signifikanten Einfluss auf das
rezidivfreie Intervall auf, wobei eine hohe Expression immer mit einer reduzierten

rezidivfreien Uberlebensdauer einherging.
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Abbildung 7: Einfluss der Cathepsin B Expression auf das rezidivfreie Intervall (n=67)
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Abbildung 8: Einfluss der Cathepsin K Expression auf das rezidivfreie Intervall (n=67)
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Abbildung 9: Einfluss der Cathepsin L Expression auf das rezidivfreie Intervall (n=67)

4.5 Cathepsine und Uberlebenszeit

Untersuchte man den Einfluss dieser Cathepsine auf das Gesamtuberleben, so
zeigte sich univariat, dass bei den Cathepsinen B und K ebenfalls ein
entsprechender Zusammenhang bestand. Eine hohe Expression der Cathepsine B
bzw. K ging mit einer verringerten Uberlebensprognose einher (Abb. 10 und 11). Der
Zusammenhang zwischen Cathepsin L-Expression und der Uberlebenszeit erreichte
univariat keine Signifikanz, obwohl an den Uberlebenskurven ein sicherlich klinisch

bedeutsamer Unterschied hinsichtlich der Uberlebenszeit abzulesen ist. (Abb. 12).
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Die multivariate Analyse nach Cox bestatigte den Zusammenhang zwischen der

Expression von Cathepsine B und K und dem Uberleben (p=0.01 bzw. p=0.04),

wahrend Cathepsin L auch in der multivariaten Analyse die Signifikanzgrenze nicht

erreichte (p=0.07). Wie in den Tabellen 13-15 zusammengefasst, hatte ein Patient

mit einer hohen Expression von Cathepsin B, K bzw. L jeweils eine 2.3-, 1.9- bzw.

1.8-fach erniedrigte Uberlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zu einem Patienten

mit erniedrigter Expression dieser Cathepsine im Tumor.

Tabelle 13 : Multivariate Cox-Regression fiir Cathepsin B

Relatives Multivariat Cox-
Risiko 95 % Konfidenzintervall Regression (p =)
Geschlecht weiblich
mannlich 1.18 0.46 - 3.08 0.73
Alter <65
>65 1.27 0.67 - 2.38 0.47
Histologie Adeno-Ca.
Plattenep.-
Ca. 1.22 0.61-2.46 0.58
TNM I 0.004
I 1.27 0.51-3.18 0.61
1] 3.12 1.48 - 6.62 0.003
Y 4.14 1.41-12.18 0.01
Cathepsin B Expression | gering
Im Tumor hoch 2.29 1.21-4.36 0.01
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Tabelle 14: Multivariate Cox-Regression fur Cathepsin K

Relatives Multivariat Cox-
Risiko 95 % Konfidenzintervall Regression (p =
Geschlecht weiblich
mannlich 1.55 0.58-4.13 0.38
Alter <65
>65 1.54 0.79 - 3.01 0.21
Histologie Adeno-Ca.
Plattenep.-
Ca. 0.94 0.48 - 1.81 0.84
TNM I 0.003
I 1.45 0.59 - 3.58 0.42
1] 3.25 1.54 -6.85 0.002
v 5.1 1.67 - 15.57 0.004
Cathepsin K Expression | gering
Im Tumor hoch 1.92 1.02 - 3.63 0.04

4.6 Korrelationen der Cathepsinexpression im Bronchialkarzinom

Da hohe Expressionen der Cathepsine B, K und L mit einer erheblichen Verkirzung
des rezdivfreien Intervalls einhergehen, untersuchten wir, ob diese Cathepsine in
ihrer Expression Kkorrelieren, was eventuell auf eine gemeinsame Regulation

Rickschlisse zulieRe. Die Cathepsine B, K und L wiesen sowohl im Lungen- als

auch im Tumorgewebe eine sehr unterschiedliche Expression auf.

Bei der Korrelation der Cathepsin L Expression mit der Expression der beiden
anderen Cathepsine fiel auf, dass diese Uberwiegend gleichsinnig exprimiert wurden.
Patienten mit hoher Cathepsin L Expression wiesen in 68.3% der Falle auch eine

hohe Expression der Cathepsine B und K auf. Entsprechendes galt fur niedrige

Expressionslevel (Tab.16).

Tabelle 15: Einfluss der Cathepsin L Expression auf Cathepsin B und K

Cathepsin L low Cathepsin L high Chi-Square (p=)
Cathepsin B low 28 (68.3%) 13 (31.7%)
high 13 (31.7%) 28 (68.3%) 0.001
Cathepsin K low 28 (68.3%) 13 (31.7%)
high 13 (31.7%) 28 (68.3%) 0.001

Einen Uberblick Uber die gegenseitige Expressionsbeeinflussung aller untersuchten
Cathepsine bietet die Tabelle 13.
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Tabelle 16: Korrelationskoeffizienten aller Cathepsinexpressionen

Cathepsin-

expression| B C D E F G H K L (0] S W Z
0.51
0.31 | 0.1

0.18 | 0.12 | 0.11
-0.04| 0.08 | 0.03 | 0.17
0.18 | 0.21 | 0.04 | 0.14 | 0.30
0.07 | 0.25 | 0.11 ] 0.37 | 0.52 | 0.38
0.41 | 0.21 1 0.41 ] 0.02 | 0.16 | 0.22 | 0.07
0.57 | 057 | 0.16 | 0.16 | 0.11 | 0.47 | 0.29 | 0.38
0.21 1 0.40 | 0.03 | 0.34 | 0.51 | 0.50 | 0.68 | 0.33 | 0.42
0.27 | 042 1 0.10 | 0.17 | 0.25 | 0.35| 0.63 | 0.21 | 0.58 | 0.67
0.23/0.36]0.13]0.11[0.19]0.29 | 0.59 | 0.05 | 0.33 | 0.52 | 0.64
0.34 |1 0.27 1 0.04 1 0.01 | 0.13]0.29 | 0.30 | 0.23 ] 0.39]0.31 040 ]0.24

Nis|lwlo|r|=|T|e|(m|m|o|0|w

Bei der Bestimmung der Korrelationskoeffizienten aller Cathepsinexpressionen
untereinander, konnten einige Korrelationstrends bestatigt werden, wobei keine
Cathepsinexpression statistisch signifikant mit der eines anderen Cathepsins
korrelierte. FUr die Berechnung wurden absolute Expressionswerte benutzt, welche
sich von Cathepsin zu Cathepsin stark unterschieden.

Die Expression des Cathepsin K korrelierte am starksten mit derer der Cathepsine D,
B und L (Korrelation von 41, 41 und 38%). Die Expression der Cathepsine B und L
wies eine 57%ige Korrelation auf. Die Expressionen der Cathepsine S und O zeigten
insgesamt am haufigsten hohe Korrelation mit anderen Cathepsinen. Besonders
hervorzuheben waren hier die Korrelation der Expressionen von Cathepsin S und O
untereinander mit 67% und die der Cathepsine O und H mit 68%.

Zusammenfassend deutet die Korrelationstabelle daraufhin, dass bestimmte
Gruppen von Cathepsinen gleichsinnig reguliert werden. Wenn ein Cathepsin einer
Gruppe hinauf- oder hinunterreguliert wird, so geschieht dies auch mit den anderen
Cathepsinen dieser Gruppe. Ebenfalls nicht auszuschlielen ist, dass sich die

Cathepsine gegenseitig in ihrer Expression beeinflussen.

4.7 Gleichzeitige Expression von Cathepsin B und Cathepsin K

Um die Aussagefahigkeit der Cathepsinexpression noch weiter zu erhdhen, teilten

wir alle RO-resezierten Patienten in drei Gruppen ein, in Abhangigkeit von der

Expression der beiden fiir die Uberlebenszeit signifikantesten Cathepsine B und K.
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Gruppe A bestand aus Patienten, die sowohl Cathepsin B als auch Cathepsin K
niedrig exprimierten. Patienten in Gruppe B exprimierten eines der beiden
Cathepsine hoch, wahrend die Gruppe C eine hohe Expression beider Cathepsine
aufwies. Ziel dieser Einteilung war es, die Aussagekraft der gleichzeitigen Expression
zweier in Hinblick auf die Uberlebenszeit hochrelevanter Gene zu kombinieren.
Insgesamt wiesen 16 Patienten eine niedrige Expression beider Cathepsine auf.
Eines der beiden Cathepsine wurde von insgesamt 29 Patienten hoch exprimiert und
die Ubrigen 22 wiesen eine hohe Expression beider Gene auf (n=67). Die Ergebnisse

sind in Abbildung 13 zusammengefasst.
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Abbildung 83: Einteilung der Patienten nach Expressionsgruppen (A=niedrige Expression von Cath.B
und K; B=Expression eines Cathepsin erhdht; C=Expression beider Cathepsine erhoht)
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5 DISKUSSION

Die fortwahrende Weiterentwicklung der Molekulargenetik von der Genentdeckung
bis zum humanen Genomprojekt bietet die Grundlagen fir die strukturelle Genomik.
Heute befinden wir uns in einer Phase, in der die Veranderungen im Genom mit
funktionellen Anderungen in Verbindung gebracht werden. Dies erweitert die
bisherigen Moglichkeiten die Ursachen, Diagnostik und Therapie von vielen
Erkrankungen auf eine molekulare Ebene zu Uberfihren.

Mit der DNA-Mikroarraytechnologie sind die technischen Voraussetzungen gegeben,
Uber die Genexpression ein genomweites Bild von Zellen und Geweben zu erhalten.
Die mikroarray-basierte Bestimmung von Genexpressionsprofilen kdnnte einerseits
neue krankheitsrelevante Targets und Signalwege identifizieren. Andererseits
eroffnet sich im Bereich der Onkologie die Chance der Schaffung neuer
Tumorklassifikationen und Stadiierungssysteme. Das Ziel der vorliegenden Arbeit
war es, die Expression von Cathepsinen bei Patienten mit NSCLC als mdglichen
Prognosefaktor in Bezug auf das Uberleben und die Metastasierungs-
wahrscheinlichkeit zu identifizieren. Dies konnte dazu beitragen in naher Zukunft
tumorspezifische Gen-Chips zu entwerfen, die eine vom genetischen Profil des

einzelnen Patienten abhangige Therapieplanung und Risikoeinschatzung erlauben.

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Tabelle 17 zeigt eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse fur alle

Cathepsine.

45



Tabelle 17: Zusammenfassung der Hauptergebnisse flr alle Cathepsine

Cath. | Cath. | Cath. | Cath. | Cath. | Cath. | Cath. | Cath. | Cath. | Cath. | Cath. | Cath. | Cath.
B C D E F G H K L (@] S W Z
Expr. Lunge
) L A A A B
p-Werte 27x | 3.7x | 39x | 77x | 76x | 79x | 1.7x | 43x [ 99x | 13x | 9.7x | 1.3x | 1.3x
10" | 10 | 10% | 10" | 10* | 10® | 10® | 10° | 10* | 10° | 10° | 10° | 107
Expr.
Lunge vs. L A A A A B
Adeno-Ca.
p-Werte 10x | 14x | 23x | 24 12x | 16x | 1.5x | 59x | 52x | 24x | 64x | 19x | 28X
10" | 10" | 10® | 10" | 10% | 10? | 10° | 10° | 10" | 10° | 10® | 10* | 107
Expr.
Lunge vs. L I O R O A
Plattenep.—Ca.
p-Werte 79x | 32x|43x|30x|15x|61x|35x|16x|22x|29x|9.7x|55x|11x
10" | 10* | 10% | 102 | 10* | 10° | 10" | 102 | 10° | 10" | 10® | 10® | 107
EinfluR auf Nein | Ja | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein
Haufigkeit von
Lokalrez. /
Fernm.
p-Werte 0.14 | 0.02 | 0.25 | 0.35 | 0.38 | 0.74 | 0.056 | 0.1 0.11 0.25 | 0.09 0.7 0.7
Einfluss auf Ja | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Nein | Ja Ja | Nein | Nein | Nein | Nein
rezidivfreies
Intervall
p-Werte 0.04 | 008 | 013 | 053 | 0.19 | 0.86 | 0.06 | 0.04 | 0.05 | 0.32 | 0.06 | 0.79 | 0.78
I§influss auf Ja - - - - - - Ja Ja - - - -
Uberlebenszeit
p-Werte 0.035 0.014 {0.12

5.2 Auswahl differentiell exprimierter Gene

Mit Hilfe eines von EOS Biotechnology designten DNA Microchips auf der Basis der
Affymetrix Genechip© Technologie wurden 99 Nichtkleinzellige Bronchialkarzinome
und 15 korrespondierende Lungengewebe untersucht. Zur Evaluierung der in Tumor-
und Lungengewebe differentiell exprimierten Gene wurde der t-Test unter
Anpassung des p-Werts nach Bonferoni verwendet. Im Ergebnis waren von den 59
620 Genen bzw. ESTs nur 187 (0.3%) signifikant im Tumor herauf bzw. 157 (0.3%)
herunter reguliert. Hierbei schwanken in der Literatur die Anteile differentiell
exprimierter Gene zwischen 0.08 % beim Prostatakarzinom [49] und 20 % beim
Mammakarzinom [78]. Diese Unterschiede sind weniger von der Tumorentitat als von

der Auswahl der untersuchten Gene abhangig.
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Tumorspezifische Chips [28], auf denen nur eine kleine Anzahl von Sonden
vorhanden sind, besitzen einen wesentlich hoheren Anteil an differentiell
exprimierten Genen, als Chips, die einen groReren Teil des Genoms reprasentieren.
Der prozentual vergleichsweise geringe Anteil an differentiell exprimierten Genen ist
in vorliegender Arbeit auf die mit 59.620 Genen sehr hohe Anzahl an untersuchten

Genen zurlckzufihren.

5.3 Genauigkeit der Mikroarray Technik

Die in der vorliegenden Arbeit registrierten Expressionsunterschiede fur Cathepsine
lagen zwischen fold-changes von 0.47 und 1.51. Hierbei lag nur ein fold-change
unter 0.5 (Cathepsin S: Lunge vs. Plattenepithelkarzinom). Dies wirft die Frage auf,
ob die DNA-Mikroarray-Technik beim heutigen Stand der Technik bereits akkurat
genug ist um fold-changes unter 2 bzw. Uber 0.5 zu registrieren. Eine Publikation aus
dem Jahre 2004 von Yao beschaftigt sich mit diesem Thema [85]. Yao und
Mitarbeiter fanden heraus, dass moderne DNA-Array-Untersuchungen im Vergleich
zu einer Kontrolle, die mittels Northern Blot durchgefuhrt wurde, die fold-changes
unterschatzten. D.h. die in den DNA-Array-Untersuchung erhaltenen fold-changes,
die immer unter 2 lagen, waren dennoch aussagekraftig, um differentiell exprimierte
Gene zu identifizieren. Eine altere Studie aus dem Jahre 2001 schreibt dem DNA-

Mikroarray-Chip eine sehr hohe Genauigkeit ab einem fold-change von 1.4 zu [86].

Zusammenfassend  kann  festgehalten  werden, dass auch kleinere
Expressionsunterschiede mit den heute erhaltlichen Mikro-Array-Chips mit sehr
hoher Genauigkeit untersucht werden kénnen. Damit durften die vorliegenden fold-
changes ausreichend sein, um suffiziente Aussagen uUber differentielle Expression
der Cathepsine zu treffen.

Das Ausmal} der Unterschiede in der Expression ist moglicherweise durch die Art der
Untersuchung geringfligig niedriger ausgefallen, als dies mit der konventionellen
Northern Blot Technik der Fall gewesen ware. Dennoch lassen die vorliegenden

Daten RuckschllUsse auf relevante Expressionsunterschiede zu.
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5.4 Expression von Cathepsinen

Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse der Cathepsin-Expression
konnen die Ergebnisse friherer Studien teilweise bestatigen. In dem groften Teil der
veroffentlichten  Studien wird eine  Uberexpression, insbesondere von
cysteinspaltenden Cathepsinen, im Tumorgewebe beschrieben, welche mit einer
Verschlechterung der Prognose einhergeht [30, 33, 53]. Alle diese Studien schreiben
den Cathepsinen eine zentrale Rolle in der Enstehung und Progression von
Tumoren zu. Auch ist die prognostische und therapeutische Bedeutung der
Cathepsine in diesen Publikationen unumstritten. lhre Funktion in der Apoptose und
Angiogenese von Tumorzellen, sowie ihre lysosomale Lokalisation machen die
Cathepsine nach Ansicht von Fehrenbacher und Mitarbeiter mdglicherweise zu der
»+Achillessehne® von Tumoren [14], wobei er Tumorlysosomen als mogliche Targets
der Tumortherapie vorschlagt.

Einige Autoren sehen die Rolle der Cathepsine als Teil der Immunantwort auf ein
Tumorgeschehen [40, 57]. Hierbei werden den Cathepsinen in unterschiedlichen
Phasen der Tumorenstehenung und —progression tumorsupressive Eigenschaften
zugesprochen. Kopitar-derala und Mitarbeiter sahen vor allem die Cystatine, als
naturliche Inhibitoren der Cathepsine, als wichtige protektive Faktoren an, was
wiederum die Cathepsinexpression als negativen Prognosefaktor bestatigt [40].

Die in der vorliegenden Arbeit signifikant unterschiedlich in Tumor- und
Lungengewebe exprimierten Cathepsine H und O (siehe Tabelle 17) weisen beide
eine niedrigere Expression im Tumor auf. Die Cathepsine K, D und B sind zwar
leicht héher im Tumorgewebe exprimiert, jedoch erreicht keines der hochregulierten
Cathepsine statistische Signifikanz. Im folgenden wird ausschlieBlich auf die
Expression der Cathepsine B, K und L eingegangen, da diese Proteasen nach
Einteilung in Expressionsgruppen (hoch bzw. niedrig exprimiert) EinfluR auf die

Uberlebenszeit und das rezidivfreie Intervall haben.
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5.4.1 Expression des Cathepsin B

In der vorliegenden Arbeit gab es keine signifikanten Expressionsunterschiede von
Cathepsin B zwischen Tumor- und Lungengewebe. Die fold-changes zwischen allen
NSCLC bzw. Adeno- und Plattenepithelkarzinomen und Lunge lagen bei 1.05 bzw.
1.08 und 1.03.

In gesundem und pathologisch verandertem Schilddrisengewebe wurde die
Expression von Cathepsin B bereits bestimmt [68]. Die Untersuchungen mittels
Massenspektrometer ergaben, dass Cathepsin B in neoplastisch verandertem
Schilddrisengewebe stark hochreguliert war. Die Autoren schlugen daraufhin die
Bestimmung von Cathepsin B mittels Massenspektrometrie zur Unterscheidung von
mikroskopisch nicht  eindeutigen Histologiebefunden bei  verandertem
Schilddrisengewebe vor.

Auch bei Patienten mit einem Magenkarzinom konnte in 60% der Falle eine
Hochregulierung des Cathepsin B als Protein im Tumor belegt werden [13].

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass auch der Serumspiegel von Cathepsin
B in Patienten mit einem Magenkarzinom signifikant erhoht im Vergleich zur
Kontrollgruppe war (p=0.0026). Dabei korrelierte der Serumspiegel mit dem T-
Stadium und dem Vorhandensein von Fernmetastasen.

Auch wurde eine hochsignifikante Erhdéhung der Cathepsin B Expression in
Knochenmetastasen eruiert [2]. Arkona und Mitarbeiter konnte in einer Untersuchung
zur Expression von den Cathepsinen B, D, H, L und S sowie einiger weiterer
Proteasen in Knochenmetastasen, Basalzellkarzinomen und gesunder Plazenta
nachweisen, dass die Cathepsine B und L in Knochenmetastasen uberexprimiert
waren. Daraus schlul3folgerten sie, dass die Proteasen eine Rolle im
Metastasierungsprozess spielen.

Beim Nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom wurde in einer Publikation von Delebecq
und Mitarbeitern eine Expressionszunahme von Cathepsin B im Tumorgewebe im
Vergleich zum umliegenden Lungengewebe festgestellt [11]. Hierbei wurden Matrix-
Metallo-Proteinasen (MMPs) und Cathepsine auf RNA-Ebene mittels Northern-Blot
untersucht. Als Ergebnis fand man fur die MMP 11 eine 83.5-fache und fur das

Cathepsin B eine 2.2-fache Expressionserhdhung im Tumorgewebe.
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Weiterhin stellte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen hoher MMP 11
Expression und einer Lymphknotenmetastasierung heraus. Die Autoren
schlussfolgerten, dass mehrere Proteasen das Metastasierungspotential des
Nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms beeinflussen und die Bestimmung der MMP
11-Expression einen prognostischen Marker darstellen kdnnte.

Die Ergebnisse bezlglich der Cathepsin B Expression fielen in der vorliegenden
Arbeit wesentlich geringfugiger aus. Der fold-change zwischen Lunge und NSCLC

der Cathepsin B Expression betrug 1.05.

5.4.2 Expression von Cathepsin K

Unter physiologischen Bedingungen spielt das Cathepsin K bei der
Knochenresorption eine entscheidende Rolle [76]. Menschen, die unter einem
Mangel an Cathepsin K leiden, entwickeln die Pycnodysostose. Dieses
Krankheitsbild ist durch eine kleine, gedrungene Statur und ausgepragte
Osteosklerose gekennzeichnet. Cathepsin K spielt somit eine zentrale Rolle in der
Aufrechterhaltung des physiologischen Gleichgewichts zwischen Knochenaufbau
und -abbau. So fand man heraus, dass Mause, deren Cathepsin K Synthese
ausgeschaltet wurde, zur Osteopetrose neigten. Osteoklasten, die von diesen
Mausen isoliert wurden, wiesen in vitro eine stark verminderte Osteolysefahigkeit auf.
Faktoren wie Cytokine (Interferon Gamma, TNF-a), Hormone (Retinoat, Ostrogen)
und nukledre Transkriptionsfaktoren (c-jun, Mitf), die direkte Wirkung auf die
osteoklastische Knochenresorption haben, kdnnen auch die Cathepsin K Expression
regulieren. Daraus ergibt sich Cathepsin K als eventuelles therapeutisches Target bei
der Behandlung von altersbedingter Osteoporose.

Cathepsin K wurde bereits 2004 von Lindeman in Zusammenhang mit der
Ausbildung von Riesenzelltumoren des Knochens gebracht [48]. Mittels mRNA-
Profilen wurde die Expression von verschiedenen Proteasen in den osteolytischen
Anteilen der Riesenzelltumoren untersucht. Hierbei stellten sich die Cathepsine K
und L sowie die Matrixmetalloproteinase 9 als die bevorzugt exprimierten Proteasen
heraus. Eine genauere Untersuchung der spezifischen Enzymaktivitaten und dem
kompartimentellen Verteilungsmusters der Proteasen ergab gro3e Unterschiede

zwischen den einzelnen Enzymen.
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Die Aktivitat des Cathepsin K war insgesamt sehr hoch und seine Expression, sowie
die der assoziierten Protonenpumpe, war auf osteoklastartige Riesenzellen
beschrankt, die primar fur die Osteolyse im Tumor verantwortlich sind.

Auch das MMP-9 wurde fast ausschlieRlich in den osteoklastartigen Riesenzellen
exprimiert, lag dort jedoch zu 98% in seiner inaktiven Proenzymform vor.

Das Cathepsin L wurde hingegen primar in mononukledren Zellen des Tumors
exprimiert. Eine Untersuchung der osteolytischen Aktivitat des Cathepsin L durch
Kultivierung der Protease auf Dentinscheiben, ergab kein osteolytisches Potential
des Cathepsin L.

Die Autoren schlussfolgerten, dal} Cathepsin K eine zentrale Rolle bei der Osteolyse
in Riesenzelltumoren des Knochens einnimmt und schlugen das Cathepsin K und die

damit assoziierte Protonenpumpe als therapeutische Targets vor.

Auffallend ist, dass in der vorliegenden Arbeit alle Patienten mit ossaren
Fernmetastasen (n=2) eine hohe Cathepsin K Expression aufwiesen, was die Rolle
des Cathepsin K im Knochentumorstoffwechsel unterstreicht.

Unsere Untersuchungen ergaben fur das Cathepsin K eine 1.32-fache
Uberexpression im Tumorgewebe gegeniiber Lungengewebe, wobei der p-Wert von

4 x 107 das gewahlte Signifikanzniveau nicht erreichte.

5.4.3 Expression von Cathepsin L

Die Rolle von Cathepsin L bei der Tumorprogression ist der des Cathepsin B sehr
ahnlich. Aus diesem Grund wurden die beiden Proteasen in der Vergangenheit sehr
haufig zusammen untersucht. Ahnlich wie beim Cathepsin B ist eine Beteiligung des
Cathepsin L bei physiologischen Prozessen wie der Knochenresorption bereits
belegt [34]. Die Rolle von Cathepsin L beim invasiven Wachstum von Tumoren
wurde bisher fir Karzinome im Kopf und Halsbereich [7], neoplastische und
entzundliche Hautprozesse [8], Mammakarzinome [42], hepatozellulare Karzinome
[46], Pankreaskarzinome [56]; kolorektale Karzinome [67], Gliome und Meningiome
[71] sowie bei operativ versorgten Bronchialkarzinomen [35] untersucht. Ahnlich dem
Cathepsin B wurde auch hier in allen Studien eine Hochregulierung der Protease in
maligne oder entzundlich verandertem Gewebe festgestellt, die mit schnellerer

Tumorprogression und schlechterer Prognose einherging.
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In der vorliegenden Arbeit konnte zwar keine signifikant erhohte Expression im
Tumorgewebe, wohl aber ein gleichsinniger Trend in Hinblick auf die Prognose

bestatigt werden.

Auch wenn im Gegensatz zu Cathepsin B und K die statistische Signifikanzgrenze
beim Einfluss auf das rezidivfreie Intervall nur knapp (p=0.05) und auf die
Uberlebensrate nicht erreicht wurde (p=0.77), so konnte doch ein klinischer Trend zu

schlechterem Outcome bei hoher Cathepsin L Expression dokumentiert werden.

5.5 Einfluss der Cathepsine auf Fernmetastasierung und
Lokalrezidive

Bei der Untersuchung der Einflisse von Cathepsinexpressionen auf die Haufigkeit
der Ausbildung von Rezidiverkrankungen ergab sich ein statistisch relevanter Einfluf3
der Expression von Cathepsin C. Eine hohe Expression der Protease ging mit einem
erhdhten Risiko der Ausbildung von Rezidiverkrankungen einher (p=0.02). Alle
anderen untersuchten Cathepsine wiesen keinen statistischen Zusammenhang mit
der Neigung zu Rezidiven auf.

Eine analoge Untersuchung bei Patienten mit Chondrosarkomen [22] hatte einen
Zusammenhang von einer hohen Cathepsin B Expression mit der Ausbildung von
Lokalrezidiven und Fernmetastasen ergeben. Dabei sind Tumore von 114 Patienten
mit Chondrosarkomen des Knochens immunhistochemisch untersucht worden und
mit klinischen und pathologischen Parametern sowie Langzeitiberlebens- und
Rezidivdaten in Korrelation gesetzt worden. Neben Cathepsin B sind auch die
Expressionslevel von Cathepsin L und Urokinase Plasminogenaktivator, sowie von
MMP 1, 2 und 9 bestimmt worden. Die Autoren wiesen nach, dass die
Uberexpression von Cathepsin B mit einer hohen Lokalrezidivrate (p=0.006) und
einem reduzierten rezidivfreien Intervall (p=0.005) assoziiert waren. Sowohl univariat,
als auch multivariat stellten die Uberexpression des Cathepsin B und die lokale
Ausbreitung des Tumors in benachbartes Weichteilgewebe einen unabhangigen

Prediktor fiir ein schlechtes Uberleben dar.
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Hackel und Mitarbeiter schlossen daraus, dass die Uberexpression sowohl von
Urokinase Plasminogenaktivator, als auch von Cathepsin B helfen kdnnte, diejenigen
Patienten mit ossarem Chondrosarkom zu identifizieren, die ein erhdhtes Risiko zur
Ausbildung von Lokalrezidiven und Fernmetastasen aufweisen und somit
gegebenenfalls aggressiver therapiert werden mussten [22].

Ziel einer Untersuchung bei Patientinnen mit Mammakarzinom [51] war die
Darlegung eines Zusammenhangs zwischen einer erhohten Fernmetastasierungsrate
bei Patientinnen mit bereits erlittenem Lokalrezidiv und dem Cathepsin D Spiegel im
Zytosol. Hierbei wurden 1630 Patientinnen mit brusterhaltender chirurgischer und
Radiotherapie beobachtet, von denen 171 ein Lokalrezidiv entwickelten. Untersucht
wurden neben Cathepsin D auch Urokinase Plasminogenaktivator (UPA) und dessen
Inhibitor, Plasminogenaktivator Inhibitor 1 (PAI-1). Es wurde festgestellt, dass ein
kurzes rezidivfreies Intervall und eine Hautbeteiligung beim Primartumor mit einem
reduzierten metastasenfreien und Gesamtiberleben assoziiert waren. Die
untersuchten Proteasen einschlielRlich dem Cathepsin D hatten bei der multivariaten

Analyse eine untergeordnete Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Cathepsinexpression auf das
rezidivfreie Intervall (DFI) nach Kaplan-Meier untersucht. Dies geschah, um nicht nur
die Ausbildung von Lokalrezidiven im gesamten Untersuchungszeitraum zu
betrachten, sondern auch den Zeitpunkt des Rezidivs zu untersuchen. Die
Untersuchung ergab, dass die Cathepsine B, K und L bei hoher Expression eine
hochsignifikante Verkirzung des DFI mit sich brachten. Somit neigen Patienten mit
einer hohen Expression der oben genannten Cathepsine besonders frih zu
Fernmetastasen und Lokalrezidiven. Auch wenn die Cathepsine B, K und L im
vorliegenden Patientenkollektiv keinen Einfluss auf die kumulative Ausbildung von
Rezidiven zu haben scheinen, sind sie dennoch an der friihen Zellinvasion und
Metastasierung der Karzinome beteiligt und stellen somit prognostische Faktoren
dar.

Der hochsignifikante Zusammenhang zwischen hoher Cathepsin K Expression und
erheblich verkurztem DFI ist bisher flir keine Tumorart dokumentiert worden.
Gleiches qilt fur Cathepsin L, welches in friuheren Studien Uberhaupt keine

Signifikanz in Bezug auf das rezidivfreie Intervall aufwies [42, 71].
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5.6 Einfluss der Cathepsine auf die Uberlebenszeit

Eine hohe Expression der Cathepsine B und K geht mit einer signifikant schlechteren
Uberlebensprognose einher. Ein gleichsinniger Zusammenhang bestand bei hoher
Cathepsin L Expression, obwohl hier die Signifikanzgrenze nicht erreicht wurde.

Fur das Cathepsin B ist ein Zusammenhang mit einem reduzierten Gesamtuberleben
der Patienten mit NSCLC bereits in einer friheren Studie belegt worden [81]. Hierbei
wurden neben mehreren anderen Serin- und Cysteinproteasen der Proteinspiegel
und die enzymatische Aktivitat der Cathepsine B und L bei 147 Patienten mit
NSCLC eruiert. Die Aktivitat des Cathepsin B war im Tumorgewebe um das 5.1-
fache erhoht, die Konzentration um das 8.5-fache. Entsprechendes galt fur die
Konzentration des Cathepsin L, die im Tumor um das 6.6-fache erhdht war. Sowohl
Konzentration, als auch Aktivitat des Cathepsin B hatten sinifikanten Einfluss auf das
Gesamtuberleben der Patienten. Cathepsin L wies keine Assoziation mit einer

schlechteren Prognose auf.

In vorangegangenen Studien wurde bereits mehrfach ein Zusammenhang zwischen
der Expression von Cathepsin B und der Gesamtuberlebenszeit bei Patienten mit
Gliomen [71], Magenkarzinomen [13], Melanomen [16], Adenokarzinomen des
Pankreas [56] und Mammakarzinomen [47] festgestellt.

Strojnik und Mitarbeiter veroéffentlichten 2005 eine Arbeit, in der die differentielle
Expression und prognostische Relevanz der Cathepsine B und L bei Patienten mit
astrozytaren Tumoren untersucht wurden [71]. Die Untersuchung fand mittels
immunhistochemischer Farbung statt. Hierbei stellten die Autoren fest, dass sowohl
Cathepsin B, als auch Cathepsin L in hdherem Malde in malignen als in benignen
Tumoren nachweisbar waren. Bei der Korrelation der Cathepsinnachweise mit der
Uberlebenszeit ergab sich fiir das Cathepsin B, nicht aber fiir das Cathepsin L, ein
signifikanter Zusammenhang. Ein vermehrter Nachweis von Cathepsin B ging hierbei
mit einer signifikant schlechteren Uberlebensprognose einher. Die Autoren
schlussfolgerten, dass Cathepsin L zwar vorzugsweise in Tumorzellen exprimiert
wird und seine Expression mit der Tumorprogression zunimmt, es jedoch eine
untergeordnete Rolle bei der Vaskularisierung und damit bei der Metastasierung und

Uberlebensprognose innehat.

54



Eine ahnliche Untersuchung sollte 2005 die Rolle unterschiedlicher
Proteinexpressionen beim Magenkarzinom herausstellen [13]. Serumspiegel von
Cathepsin B in Patienten mit einem Magenkarzinom uber 129 pmol/l waren mit einer
reduzierten Uberlebensrate assoziiert. Die Autoren schlussfolgerten, dass die
serologische Bestimmung des Cathepsin B dazu dienen kann
Magenkarzinompatienten genau zu klassifizieren und Untergruppen zu identifizieren,
die einer aggressiveren Therapie zugefuhrt werden sollten.

Freitas und Mitarbeiter untersuchten die Heterogenitat von Melanomen und
versuchten zu erértern, warum einige Melanomzellen zur Metastasierung neigten,
wahrend andere eher selten metastasierten [16]. Es wurden mehrere Zellklone von
derselben Melanomzelllinie hergestellt, welche dann Mausen intravenos zugefuhrt
wurden. Hierbei wiesen zwei Zellklone unterschiedliche Metastasierungsneigungen
auf, von denen der eine (Nex2B) kontinuierlich proteolytische Enzyme, wie Cathepsin
B, absonderte, wahrend der andere (Nex2D) diese intrazellular speicherte.
Sezernierende Zellen konnten mittels Cysteinproteaseninhibitoren an der
Metastasierung gehindert werden, wahrend proteasespeichernde Zellen nicht auf
Inhibition reagierten. Die Autoren gehen von einer Dissoziation der Tumorzellen in
metastatische und nicht-metastatische Zellen aus und schlagen die Speicherung
bzw. das Freiwerden von den Cathepsinen B, D und L als ein
Unterscheidungsmerkmal dieser beiden Subtypen vor.

Niedergethmann untersuchte 2004 die prognostische Bedeutung der Expression von
Cathepsin B und L bei Patienten mit Adenokarzinomen des Pankreas [56]. Die
statistische Analyse zeigte eine Korrelation zwischen der Expression beider
Cathepsine und dem Tumorstadium (p<0.05) und zwischen der Cathepsin B
Expression und der lymphatischen Invasion (p=0.05). Beide Cathepsine hatten einen
negativen Einfluss auf die Uberlebenszeit nach der RO-Resektion (p<0.05). In der
multivariaten Analyse erwiesen sich beide Cathepsine als starke prognostische
Marker fir die kumulative Uberlebenszeit nach der Resektion (p=0.0001). Die
statistische  Signifikanz ~ Ubertraf  eindeutig die des  UICC-Stadiums,
Lymphknotenstatus, der Tumorgrole und des Tumorgradings (p<0.05). Zudem
erwies sich die Cathepsin B Expression als unabhangiger Marker fur Lokalrezidive
innerhalb von 6 Monaten nach der RO-Resektion in der multivariaten Analyse
(p=0.0001).
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Schlussfolgernd hielten die Autoren fest, dass die Expression der Cathepsine B und
L bei Patienten mit duktalem Pankreaskarzinom als sehr aussagekraftige und
unabhangige prognostische Marker genutzt werden konnen. Die Aussagekraft der
Cathepsinexpression Ubersteige hierbei bei weitem die der Ublichen Stadiensysteme
wie dem TNM-System.

Eine weitere Studie befasste sich mit dem Einfluss von Cystein- und Serinproteasen
bzw. deren Inhibitoren auf klinische und pathologische Faktoren bei 150 Patienten
mit primar-invasivem Mammakarzinom [47]. Mit Hilfe von ELISA wurden hier
Expressionslevel von den Cysteinproteasen Cathepsin B und L und deren
endogenen Inhibitoren Stefin A und B, sowie der Serinprotease Urokinase (u-PA)
und deren Inhibitor Plasminogenaktivator-Inhibitor-1  (PAI-1) bestimmt. Die
Expressionslevel von u-PA, PAI-1 und Stefin B ging mit einer erheblichen Verklrzung
des rezidivfreien Intervalls einher, wohingegen beide Cathepsinexpressionen und die
des Stefins A unabhangig vom frihen Auftreten eines Tumorrezidivs waren.
Allerdings hatten die Expressionen der Cathepsine B und L einen verklrzenden
Effekt auf das rezidivfreie Intervall bei Patienten ohne Lymphknotenbeteiligung.
Insgesamt wurde jedoch der Expression der Serinprotease u-PA ein hoherer
prognostischer Stellenwert bei Patienten mit Mammakarzinom beigemessen als den
Cysteinproteasen Cathepsin B und L.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine hohe  Aussagekraft der
Cathepsinexpressionsprofile fur die Cathepsine B und K bei Patienten mit NSCLC im
Sinne der Arbeit von Niedergethmann aus dem Jahre 2004 bestatigt werden. Zwar
erreichte die Expression des Cathepsin L in unserer Arbeit keine statistische
Relevanz, aber die Ergebnisse bezuglich des Cathepsin B verhielten sich inhaltlich
analog. Die Untersuchungen am Adenokarzinom des Pankreas bestatigen somit die
These, dass die Bestimmung von Cathepsinexpressionen eine individuelle
Risikoabschatzung erlauben, die in ihrer Aussagekraft der TNM-Klassifikation
entsprechen, oder diese gar Ubersteigen konnen.

Kayser veroffentlichte 2003 eine Arbeit, in der die Cathepsine B und L auf ihre
prognostische Relevanz bei operierten Bronchialkarzinompatienten untersucht
wurden [35]. Analog zur vorliegenden Arbeit wurde hier eruiert, dass Cathepsin B
einen relevanten prognostischen Aussagewert hat, wahrend dies fur Cathepsin L

nicht der Fall ist.
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Die in der vorliegenden Arbeit jedoch aussagekraftigste Protease, Cathepsin K,
wurde bisher nicht in Zusammenhang mit der Uberlebenszeit von Tumorpatienten
gebracht. Es wurde lediglich eine allgemeine Rolle in der Ausbildung verschiedener

Tumoren und anderen Erkrankungen beschrieben [4].

5.7 Gleichzeitige Expression mehrer Cathepsine

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einzelne Cathespine bei NSCLC-Pantienten zu
identifizieren, die in Kombination mit anderen eine genaue Risikoaschatzung und
Therapieplanung ermoglichen. Wie effektiv die Aussagekraft einzelner Gene
gesteigert werden kann, zeigten bereits Hofmann und Mitarbeiter [27]. Mit der
gleichzeitigen Expression von MMP12 und uPA konnten hier detailierte
prognostische Aussagen uber Patienten mit NSCLC getroffen werden. Die
gleichzetige Uberexpression von MMP12 und uPA war auch hier ein
aussagekraftiger Prediktor flr frthe Tumormetastasierung und schlechte
Uberlebensprognose der Patienten. In neusten Arbeiten wird die Kombination
mehrerer Prognosefaktoren auch genutzt, um die Sensibilitat von Nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen auf bestimmte Chemotherapeutika vorherzusagen [25]. Hirsch
und Mitarbeiter konnten nachweisen, dass die Mutation des epidermalen
Wachstumsfaktor Rezeptors (EGFR) in Kombination mit einem postiven
immunhistochemischen Nachweis des Rezeptors eine Aussage Uber die
Empfindlichkeit gegenuber Gefitinib zulassen. Hierbei konnte die Signifikanz
gegenuber der Einzelfaktoren durch deren Kombination deutlich gesteigert werden.

Auch am durchgefuhrten Beispiel konnte die Aussagekraft einzelner
Expressionswerte durch Kombination derselben gesteigert werden. Durch die
Kombination der Expressionswerte von Cathepsin B und Cathepsin K, die in der
vorliegenden Arbeit die aussagekraftigsten Proteasen darstellen, konnten die
Patienten in Gruppen eingeteilt werden, die eine hochsignifikante Einschatzung zum
individuellen Risiko erlauben. Mit einem p-Wert von 0.002 ist die
Uberlebensprognose anhand einer Kombination nur zweier genetischer
Tumormarker (Cathepsin B und K) in dem vorliegenden Patientenkollektiv ebenso

aussagekraftig wie die des TNM-Stadiums (p=0.002).
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5.8 Ausblick

Die Identifikation weiterer genetischer Targets wirde eine Risikoeinschatzung
erlauben, die der heute Ublichen Stadiierung weit tGberlegen sein kénnte.

Im Verlauf der nachsten Jahre sollte ein Teil der Forschung sich darauf konzentrieren
weitere genetische Tumormarker zu identifizieren, damit in naher Zukunft Gen-Chips
hergestellt werden kénnen, die die Erkenntnisse der modernen Genomik nutzen, um
aussagekraftige Genprofile flr jeden einzelnen Patienten zu entwerfen. Diese
konnten, besser als heute moglich, helfen eine individuelle Risikoabschatzung und

Therapieplanung des Patienten zu erstellen.
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7 Thesen

1. Bdsartige Neubildungen der Lunge gehdren zu den haufigsten und
prognostisch ungulnstigsten Krebsformen. Das mittlere Erkrankungsalter lag in
unserer Studie bei 65.5 Jahren bei einer 1-,3- und 5-Jahresuberlebensrate von
78%, 47% und 35%. Hierbei handelte es sich um chirugisch therapierte

Patienten mit Nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom

2. Hauptrisikofaktor fur die Ausbildung eines Bronchialkarzinoms ist das
inhalative Zigarettenrauchen. In unserer Studie waren 65% der Patienten
Raucher mit einer durchschnittichen Dauer des Nikotinabusus von 33.2

Jahren.

3. Der multifaktorielle Prozess der Tumorentstehung beinhaltet neben
Umweltfaktoren vor allem genetische Polymorphismen und Konstellationen,
die die Ausbildung eines Bronchialkarzinoms, oder dessen Metastasierung,
beglnstigen konnen. Somit gibt es genetische Faktoren, anhand derer

patientenspezifische Prognosen erstellt werden kdnnen.

4. Cathepsine sind eine Gruppe von lysosomalen Enzymen, die eine zentrale
Rolle im Proteinstoffwechsel von gesunden, aber auch neoplastisch
veranderten Zellen spielen. Die Expression von bestimmten Cathepsinen laf3t
Rickschliusse auf die Aggressivitat des Tumors und somit auf die

Uberlebensprognose von NSCLC-Patienten zu.

5. Die moderne DNA-Micro-array-Technik erlaubt die gleichzeitige Untersuchung
einer Vielzahl von Genexpressionen und ist dazu geeignet
Expressionsunterschiede ab einem fold-change von 1.4 sicher zu

differenzieren.
6. In unserer Arbeit hatte von den klinischen Faktoren nur das TNM-Stadium

einen signifikanten Einfluss auf die Uberlebenszeit und das rezidivfreie

Intervall.
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7.

Die Cathepsine O und H wurden in der vorliegenden Studie signifikant
niedriger im Tumorgewebe im Vergleich zu angrenzendem Lungengewebe
exprimiert. Keines der 13 untersuchten Cathepsine wies eine im Vergleich

zum Lungengewebe erhdhte Expression im Tumor auf.

. Eine hohe Expression des Cathepsin C im Tumor geht mit einer erhdéhten

Rate von Fernmetastasen und Lokalrezidiven einher.

Die hohe Expression der Cathepsine B, K und L fuhrt zu einer erheblichen
Verkirzung des rezidivfreien Intervalls. Patienten mit einer hohen Expression
neigen wesentlich fruher zu Rezidiven und der Ausbildung von

Fernmetastasen.

10.Eine hohe Expression der Cathepsine B und K im Tumorgewebe geht mit

11.

einer deutlichen Verringerung der Uberlebenszeit von Patienten mit NSCLC

einher. Diese Aussage konnte univariat und multivariat bestatigt werden.

Die gleichzeitige Expression von Cathepsin B und K erlaubt eine Einteilung
der Patienten in drei hochsignifikant unterschiedliche Expressionsgruppen. Die
kumulative Uberlebensrate sinkt erheblich in Abhangigkeit von der hohen
Expression von keinem, einem oder beider Cathepsine. Hierbei lag der p-Wert
in der vorliegenden Studie mit 0.002 ebenso niedrig wie der des TNM-

Stadiensystems.

12. Die Expression der Cathepsine S, B und K konnte, in Kombination mit

weiteren genetischen Faktoren, eine patientenspezifische Einteilung,
Prognoseerstellung und Therapieplanung ermoglichen, welche den
Moglichkeiten der heutigen Stadieneinteilungen deutlich Uberlegen sein

konnte.
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