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Referat

ERCCI ist eine Nuklease, welche eine wesentliche Rolle bei der Nukleotid-Exzisions-Reparatur
von Tumorzellen spielt. Relevant ist dieser Mechanismus bei der Reparatur von Interstrang-
Quervernetzungen der DNA, wie sie beispielsweise im Rahmen einer platinbasierten Chemo-
therapie entstehen. Zielstellung dieser Arbeit war es, charakteristische Verteilungsmuster von
ERCCI1 auf prognostisch relevante Faktoren bei Bronchialtumoren zu finden. Im einzelnen
wurde dabei die Tumorhistologie, das Tumorstadium, der Raucherstatus, das Geschlecht und
das Alter der Patienten untersucht. Untersuchungsgut waren insgesamt 153 Patienten, bei denen
in den Jahren 2008 und 2009 eine operative Bronchialtumorentfernung durchgefiihrt wurde. Bei
all diesen Patienten wurde anschlieBend das Resektat immunhistochemisch auf ERCCI
untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Verteilung dieser Befunde auf die oben
genannten Faktoren analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass vor allem
Plattenepithelkarzinome mit 50% deutlich haufiger ERCCl-positive Befunde aufwiesen als
andere Histologien. So zeigten Adenokarzinome 25%, GroBzellige Karzinome 33% und
Neuroendokrine Tumore 25% ERCCI1-positive Tumore. Ebenso verringerte sich der Anteil
ERCCl1-positiver Tumore von 47,1% im Stadium I auf 26,5% im Stadium IIIA. Beim Rauch-
erstatus, Alter und Geschlecht konnten nur geringfiigig bis keine Verteilungsunterschiede
festgestellt werden. So hatten Raucher 37,8% und Nichtraucher 44,4%, Manner 38,7% und
Frauen 37,9%, Patienten unter 65 Lebensjahren 31,6% und iltere Patienten 42,7% ERCCI-
positive Tumore. Zusammenfassend kann kein zweifelsfreier Unterschied in der Verteilung von
ERCC1 auf die verschiedenen prognostisch relevanten Faktoren des Bronchialkarzinoms

nachgewiesen werden.

Wiermann, Konrad: Verteilung von ERCCI auf prognostisch relevante Faktoren des Bronchi-
alkarzinoms

Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 36 Seiten, 2013
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1. Einleitung

1.1 Allgemeines

Bronchialkarzinome sind weit verbreitet in westlichen Industrienationen. So betrug 2006 die
standardisierte Inzidenz weltweit 41,1 bei den Ménnern und 16,6 bei den Frauen pro 100.000
Einwohner. Allein in Europa lag sie im selben Jahr in der mannlichen Bevdlkerung bei ca. 60,8
und in der weiblichen Bevolkerung bei ca. 23,7 pro 100 000 Einwohner (GEKID 2010). Im Jahr
2004 waren sie beziiglich der Neuerkrankungen die dritthdufigste Tumorart in Europa und
gleichzeitig jene mit der hochsten Mortalitdt (Matthys H, 2008). In der Bundesrepublik gab es
im Jahr 2010 laut dem deutschen Krebsatlas 43.008 Félle von Bronchialkarzinomen, 29.381
Fille waren in der méinnlichen Bevolkerung zu verzeichnen und 13.627 bei der weiblichen
Bevolkerung. Bei den Ménnern weisen sie die mit Abstand hdchste Mortalitit auf, wo hingegen

sie bei den Frauen an zweiter Stelle hinter dem Mammakarzinom liegen (siche Abb. 1.).

Auffallend ist dabei der Umstand, dass die eher sinkenden Mortalititsraten der Ménner mit den
zunehmend steigenden Mortalitétsraten der Frauen kontrastieren (sieche Abb. 2), so dass in
fernerer Zukunft das Bronchialkarzinom vielleicht auch das Mammakarzinom vom ersten Platz

in der Krebsstatistik der Frauen verdrangen konnte.

Risikofaktor Nummer eins fiir die Bildung von Bronchialkarzinomen ist nach wie vor das
Rauchen. Bei den Ménnern sind vermutlich neun von zehn und bei den Frauen sechs von zehn
Lungenkrebserkrankungen auf das aktive Rauchen - insbesondere Zigarettenrauchen - zuriick-
zufiihren (Husmann et al., 2010). Betrachtet man die Inzidenz bezogen auf die einzelnen
Altersgruppen, so féllt auf, dass das Bronchialkarzinom eine Erkrankung des mittleren bis
hoheren Lebensalters ist. Dies wird deutlich in einem Diagramm aus dem Jahreskrebsbericht
2007/2008 des Robert-Koch-Instituts (siche Abbildung 3).
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Abb. 1: Altersstandardisierte Krebsmortatalitdt pro 100.000 (Grafik aus dem deutschen

Krebsatlas).
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Frauen (Graphik aus dem Jahreskrebsbericht 2007/2008 des Robert-Koch-Instituts)
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1.2 Histologien

Die Bronchialkarzinome werden histologisch in folgende Gruppen unterteilt (WHO 2004):

» Plattenepithelkarzinome

* kleinzellige Karzinome

* kombiniert kleinzellige Karzinome

* Adenokarzinome

+ groBzellige Karzinome

* adenosquamose Karzinome

+ sarkomatoide Karzinome

+ Karzinoidtumore

*  Bronchialdriisenkarzinome vom Speicheldriisentyp

Im Hinblick auf die Therapie wird lediglich in zwei groBe histologische Gruppen unterteilt: die
kleinzelligen Bronchialkarzinome und die nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome (Matthys H,
2008). Dabei umfasst die Gruppe der nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome vor allem das
Plattenepithelkarzinom, das groBzellige Karzinom und das Adenokarzinom. Das kleinzellige
Bronchialkarzinom hat einen Anteil von 20 - 25% an der Gesamtheit der Bronchialkarzinome.
Die nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome sind dem entsprechend deutlich héufiger vorzufin-
den. Das Adenokarzinom ist in dieser Gruppe am héaufigsten mit 25 - 40% vertreten. Der
zweithdufigste nicht-kleinzellige Bronchialtumor ist das Plattenepithelkarzinom mit 17% und
der dritthdufigste ist das groBzellige Bronchialkarzinom mit 10 - 15%. Die verbleibenden
Prozente verteilen sich auf die anderen oben genannten Tumorhistologien (Hammerschmidt und
Wirtz, 2009).

1.3 Stadien

Von therapeutischer Relevanz sind die mittels TMN-Klassifikation ermittelten Tumorstadien.
Grundlage dieser Stadieneinteilung ist die mdglichst genaue Festlegung der lokalen Tumor-
ausdehnung (T-Descriptor), die umfassende Beschreibung des mediastinalen bzw. peribronchia-
len Lymphknotenstatus (N-Descriptor) sowie die Bewertung hinsichtlich der Fernmetastasie-
rung (M-Status). In Tabelle 1.3.1 ist einmal die Stadieneinteilung des Bronchialkarzinoms

dargestellt.



Tab.1.3.1 : Stadieneinteilung mithilfe der TNM-Klassifikation (Matthys H, 2008)

Stadium Untergruppierung TNM
I A T1 NO MO
T2 NO MO
I A T1 N1 MO
B T2 N1 MO
T3 NO MO
I A T3 N1 MO
T1-3 N2 MO
B T4 NO-2 MO
T1-4 N3 MO
1\ M1

Tab. 1.3.2 : Kriterien zur TNM-Klassifikation von Lungentumoren (Matthys H, 2008)

Deskriptor Ausdehnungsgrad Beschreibung

T TX Zytologischer Malignomnachweis in Sputum oder bronchialer Spuilfliissigkeit (Bronchi-
alsekret; bronchoalveoldre Lavage) ohne Tumornachweis in der Bronchoskopie oder
Schnittbilddiagnostik

T0 Kein Primartumornachweis
Tis Carcinoma in situ
T Tumor <3 cm, umgeben von Lunge oder viszeraler Pleura; Bronchoskopisch kein Hinweis

fur eine Infiltration proximal eines Lappenbronchus

T2 Tumor >3 cm mit
- Befall des Hauptbronchus, jedoch >2 cm distal der Hauptkarina
- Infiltration der viszeralen Pleura
- assoziierter Atelektase, aber nicht der ganzen Lunge

T3 Tumor jeder GréBe mit
~ direkter Infiltration von Brustwand, Zwerchfell parietalem Perikard oder mediastinaler
Pleura
- Hauptbronchusbefall <2 cm distal der Hauptkarina, jedoch nicht der Hauptkarina selbst
- Atelektase der ganzen Lunge

T4 Tumor jeder GréBe mit
- Infiltration von Mediastinum, Herz, groRen GefiRRen, Trachea, Osophagus, Wirbelkérper,
Hauptkarina
- malignem Pleuraerguss
- Satellitenherden im ipsilateralen tumortragenden Lungenlappen

N Nx Regionale Lymphknoten nicht hinreichend untersucht
NO Kein Nachweis regionarer Lymphknotenmetastasen
N1 Ipsilateral peribronchial/hildr Lymphknotenmetastasen
N2 Ipsilateral mediastinal und/oder subkarinal Lymphknotenmetastasen
N3 Kontralateral mediastinal/hildr Lymphknotenmetastasen, und/oder in ipsi-/kontralate-

ralen Skalenus- oder supraklavikularen Lymphknoten

M Mx Untersuchungen zum Ausschluss von Fernmetastasen nicht hinreichend durchgefiihrt
Mo Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen



1.4 Therapie

1.4.1 Therapie des Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms

Aufgrund der Haufigkeit des Bronchialkarzinoms und vor allem dessen sehr hoher Mortalitit,

gilt es, schon bestehende Behandlungskonzepte durch neue Erkenntnisse zu optimieren.

Beim nicht kleinzelligen Bronchialkarzinom stehen sowohl ortliche bzw. lokale (Operation und
Strahlentherapie), als auch systemische (Chemotherapie und zielgerichtete Therapie)
Therapieverfahren zur Verfiigung. So wird im Stadium I und II ein kurativer Therapieansatz
verfolgt. Bei einem guten Allgemeinzustand des Patienten ist im Stadium I laut den Leitlinien
von 2010 die Operation Mittel der Wahl, wobei im Stadium IB eine adjuvante Chemotherapie
erwogen werden kann. Postoperativ hat das Stadium IA eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 69%
bis 89% (Mountain, 1997). Im Stadium IB betrigt sie hingegen 52% bis 75% (Okada et al.,
2004). Laut den Leitlinien von 2010 sollte, bei gutem Allgemeinzustand des Patienten (ECOG
0-1), nach einer RO-Resektion in den Stadien II bis IIIA1-1IIA2 eine adjuvante Chemotherapie
erfolgen. Mit dieser sollte nach Abschluss der Wundheilung bzw. spitestens 60 Tage nach der
OP begonnen werden. Empfohlen wird dabei eine cisplatinhaltige Kombination (v.a. mit
Vinorelbin) in 4 Zyklen. In drei randomisierten Studien konnte so eine Steigerung der 5-Jahres-
Uberlebensrate um 4,1% bis 15% (Arriagada et al., 2004; Winton et al., 2005; Douillard ef al.,
2006) erzielt werden. So sind 5-Jahres-Uberlebensraten von 45% (Mountain, 1997) bis 52%
(Okada et al., 2004) fiir das Stadium IIA , 33% (Mountain, 1997) fiir das Stadium IIB und 24%
(Mountain, 1997) bis 44% (Okada et al, 2004) fiir das Stadium IIIA moglich. Liegt ein

inoperabler Tumor im Stadium I oder II vor, so wird eine definitive Strahlentherapie empfohlen.

Das Stadium III nimmt therapeutisch eine Sonderstellung ein. Frither unterschied hier die TNM-
Klassifikation das Stadium IIIA (technisch resektabel — jedoch prognostisch ungiinstig) vom
Stadium IIIB (technisch inoperablen Erkrankungsausdehnung). Weiterentwicklungen in
Staging, Operationstechnik und multimodalen Ansdtzen erforderten eine Neubewertung dieser
Einteilung. So wurde festgestellt, dass im Stadium IIIA bei N2-Befall die Lage und GréBe der
befallenen Lymphknoten ein wichtiges prognostisches Kriterium darstellt, welches auch
unterschiedliche therapeutische Entscheidungen nach sich zieht. Robinson schlug deswegen
eine neue Einteilung dieses Stadiums vor (Robinson et al., 2003; Robinson et al., 2007). Diese
unterteilt in Stadium IIIA1 (mediastinale Lymphknotenmetastasen bei der postoperativen
histologischen Aufarbeitung in einem Lymphknotenlevel), IIIA2 (intraoperative Feststellung
des Befalles eines Lymphknotenlevels), IIIA3 (Befall einer oder mehrere Positionen, pra-

operativ festgestellt durch Mediastinoskopie, Feinnadelbiopsie oder PET) und II1A4 (,,bulky*
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oder fixierte Lymphknoten). Unter einem ,bulky disease verstehen Robinson und seine
Koautoren: mediastinale Lymphknoten grofler als 2 - 3 cm mit extrakapsuldrer Infiltration;
Befall mehrerer N2-Lymphknotenpositonen; Gruppen multipler, positiver kleinerer (1 bis 2 cm)
Lymphknoten. Die Stadien IIIA1 und IIIA2 werden primér operativ und mit adjuvanter
Chemotherapie behandelt. Wobei laut den Leitlinien von 2010 vier Zyklen einer cis-
platinhaltigen Kombination empfohlen werden. Liegt jedoch in diesen beiden Stadien ein
mediastinaler Lymphknotenbefall vor, so sollte zusitzlich eine postoperative Bestrahlung
durchgefiihrt werden. Diese sollte spétestens vier Wochen nach Beginn der adjuvanten
Chemotherapie beginnen und nach CT-gestiitzter 3-dimensionaler Bestrahlungsplanung mit
einer Dosis 50 bis 60 Gy erfolgen. Das giinstigste therapeutische Vorgehen im Stadium IIIA3 ist
Thema aktueller Forschungen. Laut Leitlinien konnen Patienten auBerhalb von Studien mit
Lungentumoren in diesem Stadium mit einem Induktionsprotokoll (Induktionschemotherapie
oder Induktionschemostrahlentherapie) behandelt werden. Dieser Behandlungsansatz ermog-
licht eine sichere Indikationsstellung und die interdisziplindre Planung des weiteren
therapeutischen Vorgehens. Nach RO-Resektion und alleiniger Induktionschemotherapie sollte
postoperativ eine mediastinale Radiotherapie durchgefiihrt werden. Bei Induktionschemo-
strahlentherapie sollte keine postoperative Bestrahlung erfolgen. Eine definitive Radio-/
Chemotherapie ist das Mittel der Wahl, insbesondere bei Tumoren im Stadium IIIA mit
multiplen N2-Befall.

Dies gilt auch fiir die leitliniengerechte Behandlung von Patienten im Stadium I1IA4/IIIB und
IV, sofern es der jeweilige Allgemeinzustand zuldsst. Allerdings ist das Stadium IIIB
mittlerweile nicht a priori inoperabel. So ist eine primére Operation bzw. Integration operativer
Therapieverfahren bei medizinischer und funktioneller Operabilitit auch im Stadium IIIB
(T4N0/1) in folgenden Fillen moglich: Karinabefall, minimaler Trachealbefall, minimaler
Befall des rechten Atriums, Infiltration der V. cava oder der Pulmonalarterie, ipsilobére
Metastasen im tumortragenden Lungenlappen. Bei Patienten mit einem Stadium IIIB- oder I'V-
Tumor bei denen eine Indikation zur definitiven Radiatio nicht mdglich ist, empfehlen die
Leitlinien - falls erforderlich - eine zeitnahe Intervention vor Beginn einer systemischen
Therapie. Dabei sind grundsétzlich immer interdisziplindre Entscheidungsfindungen anzu-

streben.

1.4.2 Therapie kleinzelliger Bronchialtumore

In der Therapie des kleinzelligen Bronchialkarzinoms steht die Chemotherapie im Mittelpunkt.

Im Gegensatz zum nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom sollte fast immer eine Chemotherapie



erfolgen, da es schon sehr frith zu einer systemischen Streuung kommt (Matthys H, 2008). So
ist eine alleinige Operation im Stadium I nicht ausreichend. Die Leitlinien von 2010 unterschei-
den - wie die Grof3zahl der vorliegenden Studien auch - das kleinzellige Bronchialkarzinom

nach ,,limited disease* (LD) und ,,extensiv disease* (ED).

Als LD wird ein auf den initialen Hemithorax begrenzter Tumor verstanden. Dieser muss mit
oder ohne ipsi- oder kontralaterale mediastinale Lymphknotenmetastasen oder ipsilaterale
supraklavikuldre Lymphknotenmetastasen vorliegen. Der Tumor wird trotzdem als LD
bezeichnet, auch wenn ein ipsilateraler Pleuraerguss diagnostiziert wurde. Dabei ist die
Einteilung unabhédngig vom zytologischen Befund des Pleurapunktats. Allerdings werden
kontralaterale supraklavikuldre Lymphknotenmetastasen und zytologisch maligner Pleuraerguss

von einigen Studiengruppen auch dem Stadium ,,extensive disease" zugerechnet.

Das ED umfasst somit jede Ausbreitung des Tumors, welche iiber das LD hinausreicht. Diese
Einteilung hat unmittelbar therapeutische Konsequenzen. So wird ein operatives Vorgehen mit
adjuvanter oder neoadjuvanter Chemotherapie (oft mit einer Kombination aus Cisplatin/
Etoposid) empfohlen, welcher sich eine Radiatio des Schédels anschlieBen sollte. Prinzipiell
wird dabei ein kurativer Behandlungsansatz verfolgt. Dem gegeniiber steht beim ED die
palliative Therapie im Mittelpunkt, wobei die Standardtherapie zunichst die Durchfiihrung einer
systemischen Chemotherapie ist. Auch hier wird eine Kombination aus Platin und Etoposid
empfohlen. Allerdings sollte aufgrund der besseren Vertraglichkeit Carboplatin gegeniiber

Cisplatin préferiert werden.

1.4.3 Platinderivate

In Bezug auf das Thema dieser Arbeit, sollte noch einmal kurz auf die Wirkungsweise von
platinbasierten Chemotherapeutika eingegangen werden. Im Allgemeinen gibt es acht Substanz-

gruppen von Zytostatika (Gruyter, 2004):
* Alkylanzien
* Antimetabolite
*  Mitosehemmstoffe
* Antibiotika mit hemmender Wirkung auf DNA-abhidngige RNA-Polymerase
* Enzyme

* Topoisomeraschemmer



e Aromatasehemmer
e andere Substanzen

Eine zentrale Rolle in der Therapie des Bronchialkarzinoms nehmen die Platinanaloga aus der
Gruppe der Alkylanzien ein (siehe oben). Laut den Leitlinien von 2010 haben mehrere Studien
ergeben, dass es unter platinhaltiger Kombinationschemotherapie eine hdhere Ansprechrate und
ein besseres Uberleben zu verzeichnen gibt als unter platinfreier Kombinationschemostherapie.
Zu Platinanaloga zdhlen das Cisplatin und das Carboplatin. Cisplatin wirkt durch Vernetzung
von DNA-Strangen. ,,Aufgrund der hohen Nucleophilie des Aquo-Cisplatin-Komplexes reagiert
bevorzugt das N-7 von Guanin und Adenin. Es entstehen so Verkniipfungen innerhalb eines
DNA-Strangs (Intrastrang-Quervernetzung) und zwischen benachbarten DNA-Striangen
(Interstrang-Quervernetzungen). Der Wirkungsmechanismus von Carboplatin entspricht den
vom Cisplatin. Jedoch ist die Umwandlung in die aktive Form bedeutend langsamer als bei
Cisplatin, so dass die Wirkung langsamer einsetzt und die Substanz weniger aktiv ist"(Aktories
K, 2004).

Um die Wirksamkeit der Zytostatikatherapie noch weiter erhdhen zu konnen, ist es notwendig,
nach Wegen zu suchen, die einen gezielteren und individuelleren Einsatz dieser Substanzen

ermoglichen. Eine dieser Moglichkeiten wurde in den letzten Jahren im ERCCI1 entdeckt.

1.5 ERCC1

1.5.1 Molekulare Wirkung von ERCC1

ERCCI1 (Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group
1) ist eine Nuklease, die Abbriiche der zytotoxischen DNA-Addukte wéhrend der Nukleotid-
Exzisions-Reparatur (NER) vornimmt (Gauler, 2007). Dessen Gen ist eines von 16 Genen,
welches die Proteine des NER-Komplexes einkodiert. Diese Form der DNA-Reparatur spielt
sowohl bei sich-teilenden, als auch bei sich-nicht-teilenden Zellen eine Rolle (Rahn et al.,
2010). Allerdings ist ihre Bedeutung in nicht-teilunggsaktiven Zellen eher gering (Rahn et al.,
2010). Der Hauptanteil der Reparatur von Interstrang-Quervernetzungen findet in der S-Phase
des Zellzyklus statt (Rahn et al., 2010). Bei beiden Varianten scheint ERRCI1 eine wichtige
Rolle zu spielen, wobei dessen genaue Funktionen noch Gegenstand wissenschaftlicher
Kontroversen sind (Rahn et al., 2010). Beim Ablauf der NER-Reparatur und dem Wirken von
ERCCI1 in der S-Phase gibt es zwei Modelle. Trifft nun eine Replikationsgabel auf die In-

terstrang-Quervernetzung gibt es zum einen die Moglichkeit, dass ERCC1 die Lision am 5°-



Ende und 3‘-Ende aus dem DNA-Strang schneidet, oder dass erst ein Enzym namens MUSS]1 -
EMEI! einen Schnitt am 3° - Ende macht und der anschlieBende 5° - Schnitt durch das ERCC1
erfolgt (siehe Abbildung 4). Das zweite Modell wird jedoch als wahrscheinlicher angesehen
(Olaussen et al., 2006; Lee et al., 2008; Koh et al., 2010; Rahn et al., 2010).

Replication fork stalled at ICL
5

3

b N
( e LI ) \
A3 " C 3

Z

Unhooked ICL and one-sided DSB

Abb. 4: Moglichkeiten der Mitwirkung von ERCCI1 bei der Reparatur von Interstrang-

Quervernetzungen

1.5.2 Klinische Bedeutung von ERCC1

DNA-Reparaturmechanismen sind von grofler Bedeutung bei der Entstehung von Resistenzen
gegeniiber Cisplatin (Olaussen et al., 2006). Die durch Platinanaloga induzierten Interstrang-
Quervernetzungen konnen mittels des NER-Pathways repariert werden, welcher mafgeblich
durch ERCC1-gesteuert wird (Rahn et al., 2010). So konnte in mehreren klinischen retrospekti-
ven Studien an Patienten mit Ovar-, Cervix-, Hoden-, Blasen- und nicht-kleinzelligen Lungen-

krebs nachgewiesen werden, dass es einen Zusammenhang zwischen ERCC1-mRNA und

10



Resistenz gegeniiber Platinverbindungen geben muss (Dabholkar ef al., 1992; Dabholkar et al.,
1994; Metzger et al., 1998; Reed et al., 2000; Shirota et al., 2001; Lord ef al., 2002; Rosell et
al., 2002; Altaha et al., 2004; Warnecke-Eberz et al., 2004; Joshi et al., 2005; Langer et al.,
2005).

Eine der bisher groiten Studien bezogen auf das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom ist der
»International Adjuvant Lung Trial* (IALT). Ziel war es, Faktoren zu identifizieren, welche den
Erfolg einer platinbasierten Chemotherapie vorhersagen konnen. Dabei konnte ERCC1 als ein
solcher identifiziert werden. Das Tumormaterial von 761 Patienten war ausreichend um die
ERCCI1-Expression zu evaluieren. In dieser randomisierten Studie wurden ERCC1-positive und
-negative Tumore hinsichtlich ihres Ansprechens auf eine adjuvante platinbasierte Chemo-
therapie untersucht. Dabei hatten Patienten mit ERCC1-negativen Tumoren eine signifikante
Verbesserung des medianen Uberlebens unter Chemotherapie im Vergleich zu solchen
Patienten, die nur observiert wurden (HR 0,65 und p<0,009). Bei den Patienten mit ERCC1-
positiven Tumoren fiihrte eine Chemotherapie sogar zu einer Verschlechterung des Gesamt-
iiberlebens. Abschliefend wurde daraus geschlossen, dass Patienten mit komplett resezierten
ERCCl1-negativen Tumoren scheinbar bessere Kandidaten fiir eine Cisplatin-basierte adjuvante

Chemotherapie sind (Olaussen et al., 2006).

Einige weitere Studien haben diesen Zusammenhang bestdtigen konnen (siche 1.5.3). Zur Zeit
wird versucht, diese Erkenntnisse im klinischen Alltag zu implementieren. Dabei wird vielfach
die Immunhistochemie als praktikable Methodik angewandt. Die optimale valide diagnostische
Methodik zur ERCC1-Bestimmung wurde leider bisher noch nicht gefunden. Die viel ver-
sprechenden Ergebnisse miissen in unabhingigen Studien bestitigt werden. Einigkeit herrscht
dariiber, dass die ERCC1-Expression im Primarius und den Metastasen identisch ist. Was bisher
hingegen weniger untersucht wurde, ob es vielleicht charakteristische Verteilungen von ERCC1-
Level-Erh6hungen auf die einzelnen Tumorentititen von kleinzelligen und nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen gibt. Gegenstand dieser Arbeit soll es sein, dieser Frage nachzugehen und
eventuell weitere charakteristische Verteilungsmuster auf prognostisch relevante Faktoren, wie

Alter Geschlecht, Raucherstatus und Tumorstadium aufzuzeigen.

1.5.3 ERCCI1 als prognostischer Faktor und prediktiver Biomarker

Die Frage, ob ERCCI1 ein prognostischer Faktor ist, wurde in den letzten Jahren viel diskutiert.
2010 haben Allingham-Hawkins und seine Kollegen sieben Studien identifiziert, die dieser
Fragestellung nachgegangen sind (Allingham-Hawkins et al., 2010). Fiinf von ihnen konnten

einen statistisch signifikanten Uberlebensvorteil von ERCC1-positiven gegeniiber ERCCI-
11



negativen Patienten feststellen (George R. Simon, 2005; Zheng et al., 2007; Lee et al., 2009;
Koh et al., 2010). So betrug zum Beispiel das Gesamtiiberleben bei Olaussen et al. fiir positive
Patienten 46% und fiir negativen Patienten 39%. Lediglich zwei Studien konnten keinen
signifikanten Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen nachweisen (Okuda et al., 2008;
Bartolucci et al., 2009). Diese Ergebnisse zeigen, dass ERCC1 nach dem bisherigen Kenntnis-

stand durchaus als prognostischer Faktor angesehen werden kann.

Wesentlich mehr Studien widmen sich der Fragestellung, inwiefern ERCC1 als prediktiver
Biomarker fiir eine platinbasierte Chemotherapie verwendbar ist. Allingham und Kollegen
haben insgesamt 17 Arbeiten zu diesem Thema gefunden (Allingham-Hawkins et al., 2010). EIf
von ihnen zeigten ein erhohtes Gesamtiiberleben fiir ERCCl-negative Patienten unter
platinbasierter Chemotherapie (Lord et al., 2002; Ceppi et al., 2006; Azuma et al., 2007; Hwang
et al., 2008; Lee et al., 2008; Okuda et al., 2008; Azuma et al., 2009a; Azuma et al., 2009b;
Ikeda et al., 2009; Li et al., 2009; Ota et al., 2009). Weitere zwei Arbeiten zeigten dhnliche
Trends, ohne jedoch signifikante Ergebnisse erzielt zu haben (Rosell et al., 2004a; Fujii et al.,
2008). Lediglich vier Arbeiten konnten keinen Unterschied im Uberleben feststellen (Rosell et
al., 2004b; Booton et al., 2007; Simon et al., 2007; Hsu et al., 2008). Somit kann auch hier
davon ausgegangen werden, dass ERCCI1 ein prediktiver Biomarker fiir eine platinbasierte

Chemotherapie ist.
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2. Patienten und Methodik

2.1 Patientencharakterisierung

Untersucht wurden Patienten des Krankenhauses Martha-Maria-Délau in Halle (Saale), die sich
in den Jahren 2008 und 2009 einer operativen Bronchialtumorentfernung unterziehen mussten.
Damit ergab sich eine Population von insgesamt 153 Patienten, davon waren 124 Ménner und

29 Frauen.

Vor der operativen Entfernung im Krankenhaus Martha-Maria Dolau in Halle wurden die
Bioptate der jeweiligen Tumore zur histologischen Untersuchung in das dortige Institut fiir
Pathologie gebracht. Diese wurden dabei standardméBig mittels Immunhistochemie auf ERCC1
untersucht, sofern es die Menge des gewonnen Biopsiematerials zulie. Diese Befunde und die

jeweiligen Patientenakten bilden die Grundlage dieser Arbeit.

Aus den Akten aller 153 Patienten wurden die Daten beziiglich des Alters, Geschlechts,

Raucherstatus, des Tumorstadiums und der Tumorhistologie gewonnen.

Um die Verteilung von ERCC1 auf das Alter besser auswerten zu konnen, wurden zwei
Altersgruppen gebildet: ,,weniger als 65 Jahre* und ,,65 Jahre und &lter. Diese Gruppeneintei-
lung ist durchaus iiblich, da zum Untersuchungszeitpunkt das Renteneintrittsalter bei 65 Jahren
lag. Die Altersgruppe ,,65 Jahre und &lter” war mit 97 Patienten am haufigsten vertreten (siche
Tabelle 2.1.1 und Abbildung 6)

Auch beim Raucherstatus wurden zwei Gruppen gebildet, um eine bessere Auswertbarkeit zu
gewihrleisten. Dabei wurden die Patienten, die niemals in ihrem Leben geraucht haben, als
Nichtraucher definiert und alle anderen als Raucher zusammengefasst, unabhingig davon, ob
sie z. B. nur 1 Jahr oder gar 40 Jahre lang geraucht haben. Da dies eine retrospektive Arbeit ist,
konnten aufgrund der bestehenden Datenlage fiir dieses Item keine genaueren Gruppen definiert
werden. Die Entscheidung, solch allgemein gefasste Gruppen zu bilden, musste auf Grund der
unterschiedlichen Angaben zum Raucherstatus getroffen werden. So wurden in einigen Akten
die Packyears angegeben und in den meisten nur vermerkt, ob der Patient jemals geraucht hat

oder nicht.

Die Angaben zum Tumorstadium befanden sich ebenfalls in den Akten der jeweiligen Patienten.
Aus diesen wurden dann auch die entsprechenden Gruppen gebildet: Stadium I, II, IITA, IIIB
und IV.

In Tabelle 2.1.1 und Abbildung 5 bis Abbildung 8 ist zu sehen, wie sich die einzelnen Items auf

die untersuchten Patienten verteilen.
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® Maénner @ Frauen ® <65 Jahre ® =65 Jahre

Abb. 5: Geschlechterverteilung Abb. 6: Altersverteilung

@® Stadium| @® Stadiumll
Stadium llI1A ® StadiumlliB
@® Raucher @ Nichtraucher @® Stadium IV
Abb. 7 : Raucherverteilung Abb. 8 : Stadienverteilung
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Tab. 2.1.1 : Patientencharakteristik

Item N (%)
Minner 124 81,05
Frauen 29 18,95

< 65 Jahre 57 37,25
> 65 Jahre 9% 62,75

Raucher 135 88,24
Nichtraucher 18 11,76

Stadium I 73 41,71
Stadium II 31 20,26
Stadium IITA 34 22,22
Stadium IIIB 12 7,84
Stadium IV 3 1,96

2.2 Immunhistochemische ERCC1-Bestimmung

Die immunhistochemische Bestimmung von ERCCI1 in den Bioptaten der untersuchten
Patienten fand im Institut fiir Pathologie im Krankenhaus Martha-Maria-Dolau statt. Sie wurde
mithilfe eines Firbe-/Eindeckautomatens vorgenommen. Nach Entparaffinierung wurden die
histologischen Préparate unter saurem pH gekocht. AnschlieBend wurden sie mit einem
monoklonalen Mausantikdrper (clone 8F1 IgG2b von Zytomed) versetzt. Das dann hinzugefiig-
te polymere Meeretichperoxidase HRP-Linker-Antikorper-Konjugatsystem (Bond™ Polymer
Refine Detection) diente der Bindung des ERCC1-Maus-IgG2b-Komplex und ermdglichte die
anschlieBende Fiarbung mittels DAB (3,3'-Diaminobenzidin). Sie bewirkte eine Braunfirbung

des Komplexes. Zur Farbung des Zellkerns wurde Himatoxylin (blau) verwendet.

2.3 Statistische Methoden

Wie oben beschrieben, wurde das Patientenkollektiv nach verschiedenen prognostischen
Kriterien sortiert: Alter, Geschlecht, Tumorhistologie, Tumorstadium und Raucherstatus. In
diesen Gruppen wurden die relativen Haufigkeiten der ERCCl-positiven und -negativen
Befunde bestimmt. Das Hauptaugenmerk lag dabei in der Beurteilung der ERCC1-Verteilung in
den Tumorhistologiegruppen. Dabei kamen ausschlieflich deskriptive statistische Methoden
zum Einsatz. Zur Beurteilung von moglichen StorgroBen (Confoundern) wurden die Ergebnisse
stratifiziert. Alle Berechnungen und die graphische Darstellung in den Balkendiagrammen

erfolgten mit dem Statistikprogramm SPSS®.
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3. Ergebnisse

3.1 Zusammenfassung der ERCC1-Befunde im Patientenkollektiv

In Abbildung 9 ist einmal die Verteilungen von ERCC1-Befund im untersuchten Patienten-
kollektiv dargestellt. Es fallt zunéchst auf, dass es - mit 61 Prozent - mehr ERCCI1-negative als -
positive Tumore gibt. Tabelle 3.1.1 gibt einen Gesamtiiberblick iiber die erhoben Items und

deren Anzahl an ERCC1-positiven und -negativen Befunden.

Tab. 3.1.1 : ERCCI1-Verteilung auf prognostisch relevante Faktoren des Bronchialkarzinoms in

der untersuchten Population

ERCCI Sex Alter (J.) Stadien Histologie Nikotin
m. w <65 >65 I I IMA 1B IV AC PE GZ NET R NR
positiv 48 11 18 41 37 8 9 4 1 14 39 5 1 51 8
negativ. 76 18 39 55 36 23 25 8 2 42 39 10 3 84 10
Yy 124 29 57 9% 73 31 34 12 3 56 78 15 4 135 18

AC: Adenokarzinome; PE: Plattenepithelkarzinome; GZ: Grof3zellige Karzinome; NET:

Neuroendokrine Tumore; R: Raucher; NR: Nichtraucher

@® ERCC1-positiv @® ERCC1-negativ
Abb. 9 : ERCCI1-Verteilung
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3.2 Verteilung der ERCC1-Befunde auf die Histologien

Der Hauptfragestellung dieser Arbeit folgend, wurde zundchst untersucht, wie sich ERCC1 auf
die einzelnen Tumorentititen verteilt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 10 und Abbildung 11
zusammengefasst. Dabei wurden Karzinoide, kleinzellige und intermedidrzellige Bronchialtu-
more aufgrund der geringen Fallzahlen (Karzinoiden: N=1, kleinzelligen Bronchialtumore:
N=2, intermediérzelligen Bronchialtumore: N=1) als Gruppe der neuroendokrinen Tumore

zusammengefasst.

Auffillig ist, dass die Halfte aller Plattenepithelkarzinome und lediglich 25 Prozent aller
Adenokarzinome ERCCl1-positiv sind. Auch die grofizelligen und neuroendokrinen Tumore
haben mit 33 und 25 Prozent einen geringeren Anteil an ERCCl1-positiven Befunden. Somit

sind in dem untersuchten Patientenkollektiv die Plattenepithelkarzinome am hiufigsten ERCCI-

positiv.
Histologie
507
Bl Adenokarzinom
= Plattenepithelkarzinom
] GroBzelliges Karzinom
Bl Neuroendokrine Tumore
40—
30
=
©
N
=
<<

207

ERCC1-negativ ERCCH1-positiv

ERCC1-Status

Abb. 10 : Absolutverteilung der ERCC1-Befunde auf die Tumorhistologien
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Fehlerbalken: 95% CI

Abb. 11: Relative Haufigkeiten der ERCC1-Befunde in den Tumorhistologien

3.3 Verteilung der ERCC1-Befunde auf die Stadien

Bei der Analyse der Verteilung der ERCC1-Befunde auf das Tumorstadium, zeigte sich ein
auffalliges Verteilungsmuster. Abbildung 12 zeigt deren absolute Haufigkeiten. Zu sehen ist,
dass der GroBteil der untersuchten Tumore in den Stadien I bis IIIA zu finden ist, diec meisten
davon im Stadium I. AuBerdem zeigt sich, dass dieses Stadium die mit Abstand meisten
ERCCl-positiven Befunde aufweist. Thre Anzahl nimmt in den hoheren Stadien drastisch ab.
Noch deutlicher wird dies in Abbildung 13 welche die relativen Héufigkeiten der ERCC1-
Befunde in den jeweiligen Stadien zeigt. Allerdings féllt auf, dass der Anteil positiver Befunde
im Stadium IIIB und IV wieder zunimmt. Bei Fallzahlen von 12 im Stadium IIIB und 3 im

Stadium IV ist aber eine Aussage iiber die tatséchlichen relativen Haufigkeiten kaum moglich.

Nun stellte sich die Frage, ob die kontinuierliche Abnahme ERCCI1-positiver Befunde von
Sadium I bis IIIA ausschlieflich durch das Stadium hervorgerufen wurde oder, ob sie mogli-
cherweise durch eine ungiinstige Verteilung der Histologien auf die jeweiligen Stadien zustande
kommt. Dazu wurde zunichst die Verteilung der Histologien in den Stadien I bis IV analysiert.
Abbildung 14 zeigt, dass im Stadium I der Anteil an Plattenepithel- und Adenokarzinomen
nahezu gleich ist. Die groB3zelligen und die neuroendokrinen Bronchialtumore machen lediglich
einen geringen Anteil aus. Im Stadium II und IIIA steigt der Anteil an Plattenepithelkarzinomen,
welche am hdufigsten ERCCl1-positive Befunde aufweisen. Da jedoch mit Hohe des Stadiums
der Anteil ERCCl1-positiver Befunde sinkt, liegt es nahe, dass die Verteilung der Histologien auf
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die jeweiligen Stadien keinen Einfluss zu haben scheint. Um diese Schlussfolgerung weiter

untermauern zu konnen, wurde jede Histologie einzeln betrachtet und deren ERCCI1-Befunde in
den jeweiligen Stadien untersucht (siehe Kapitel 3.3.1 und 3.3.2).

| Stadium
40 I Stadium |
E stadium 11
[ stadium 111 A
Il Stadium 11l B
[ stadium 1V
30
=
<
N
S 20
10—
(O T T
ERCC1-negativ ERCC1-positiv
ERCC1-Status
Abb. 12 : Absolutverteilung der ERCC1-Befunde auf die Tumorstadien
Stadium
100,0%7] I stadium |
—_ [E stadium 11

[ Stadium 111 A
[l Stadium 111 B
[ stadium 1V

80,0%

60,0%

Prozent

40,0%

%]

=5

20,0%

B%|

T T
ERCC1-negativ ERCC1-positiv

ERCC1-Status

Fehlerbalken: 95% CI

Abb. 13 : Relative Haufigkeiten der ERCC1-Befunde in den Tumorstadien
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Stadium

M stadium |
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[ stadium 11l A
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60,0%
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40,0%

20,0%

Adenokarzinom Plattenepithelkarzinom Neuroendokrine Tumore

GroBzelliges Karzinom

Histologie

Abb. 14 : Anteil der einzelnen Histologien an den Stadienbefunden

3.3.1 Stadienabhingige ERCC1-Verteilung bei Adeno- und Plattenepi-

thelkarzinomen

Die héufigsten Tumore im untersuchten Patientenkollektiv sind die Adenokarzinome und die
Plattenepithelkarzinome. Deren Verteilung auf die Stadien I bis VI sind in Tabelle 3.3.1.1 und
Tabelle 3.3.1.2 zu finden. Die graphischen Darstellungen entsprechen Abbildung 15 und
Abbildung 16. Aufgrund der niedrigen Fallzahlen in den hoheren Stadien, vor allem der Stadien
IIIB und IV, mussten zwei grofle Stadiengruppen gebildet werden (Stadium I-II und Stadium
IITA-IV), um eine statistische Tendenzen aufzeigen zu kdnnen. Die graphische Darstellung in
Abbildung 15 zeigt, dass es tendenziell mehr ERCC1-positive Adenokarzinome in den Stadien I
bis II gibt, als in den héheren Stadien. Gleiches ist auch bei den Plattenepithelkarzinomen zu
beobachten (siche Abbildung 16).
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Es ist schwierig zu sagen, ob der grofle Anteil an ERCC1-positiven Befunden im Stadium I eher

von den Plattenepithelkarzinomen bestimmt wurde. Diese machen - mit 35 Patienten - etwas

weniger als 50 Prozent aller Befunde in diesem Stadium aus. Von diesen Patienten sind 23

ERCCl1-positiv. Mit 33 Patienten ist das Adenokarzinom in diesem Stadium fast genauso haufig

vertreten. Es weist jedoch nur 12 ERCCl1-positive Befunde auf. Zu sehen ist jedoch auch, dass

sowohl bei Plattenepithel- als auch bei Adenokarzinomen der Anteil an ERCCI-positiven

Befunde mit der Hohe des Tumorstadiums abnimmt (sieche Abb. 15 und Abb. 16).

Tab. 3.3.1.1 : Stadienabhéngige Verteilung von ERCC1 beim Adenokarzinom

ERCCI

1 1A 1B v
N) ) MN) P N) () N) (%)

positiv
negativ

0 0 2 17 0 0 0 0
9 100 10 83 1 100 1 100

)y

9 100 12 100 1 100 1 100

Tab. 3.3.1.2 : Stadienabhédngige Verteilung von ERCC1 beim Plattenepithelkarzinom

ERCCI

1 1A 11IB v
MN) () N) () (N) () (N) (%)

positiv
negativ

5 36 7 39 3 30 1 100
9 64 11 6l 7 70 0 0

)y

14 100 18 100 10 100 1 100

21



100,0% ]

80,0%

60,0%]

Prozent

40,0%7]

20,0%

Stadiumgruppe

M-
Hina-iv

0,0%~
ERCC1-negativ ERCC1-positiv

ERCC1-Status

Fehlerbalken: 95% ClI

Abb. 15 : ERCCI1-Verteilung in den Tumorstadien bei Adenokarzinomen
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ERCC1-negativ ERCC1-positiv
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Fehlerbalken: 95% CI
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Abb. 16 : ERCCI1-Verteilung in den Tumorstadien bei Plattenepithelkarzinomen
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3.3.2 Stadienabhiingige ERCC1-Verteilung bei grof3zelligen Tumoren und
NET

Ebenso wie bei den Adeno- und Plattenepithelkarzinomen, war auch hier eine Einteilung in
Stadiengruppen noétig, da die Fallzahlen vor allem in den hdheren Stadien unzureichend zur
Beurteilung waren (siehe Tabelle 3.3.2.1). Wie in Abbildung 14 zu sehen, haben die grof3zel-
ligen Bronchialkarzinome und die neuroendokrinen Tumore nur einen relativ geringen Anteil an
der Gesamtzahl der erhobenen Befunde. Tabelle 3.3.2.1 zeigt, dass es bei den grofzelligen
Bronchialkarzinomen insgesamt fiinf ERCC1-positive und zehn ERCC1-negative Befunde gab.
Bei den neuroendokrinen Tumoren lagen hingegen nur ein positiver und drei negative Befunde
vor. Abbildung 17 und Abbildung 18 stellen die Verteilung dieser beiden Tumorentititen auf die
Stadiengruppen I-II und IIA-IV grafisch dar. Auch hierbei ist auffillig, dass mehr ERCC1-
positive Befunde in den niedrigeren als in den héheren Stadien vorzufinden sind. Somit scheint
ERCCI auch in den Tumorstadien eine charakteristische Verteilung zu haben. Je hoher das

Tumorstadium, desto geringer der Anteil ERCC1-positiver Befunde.

Tab. 3.3.2.1 : ERCCI1-Verteilung auf die Stadiengruppen von Grof3zellern und Neuroendokrine
Tumore (NET)

Grofizeller NET
ERCCI Il HIA-IV -1l HIA-IV
positiv 4 1 1 0
negativ 6 4 2 1
y 10 5 3 1

Stadiumgruppe

M-
Eua-v

100,0%

Prozent

ERCC1-negativ ERCC1-positiv
ERCC1-Status

Fehlerbalken: 95% CI

Abb. 17 : ERCC1-Verteilung in den Tumorstadien bei grof3zelligen Bronchialtumoren
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Abb. 18 : ERCCI1-Verteilung in den Tumorstadien bei neuroendokrinen Bronchialtumoren

3.4 Verteilung von ERCCI1 auf das Alter der Patienten

Um ein auswertbares Ergebnis zur Altersabhidngigkeit von ERCC1 zu erhalten, wurden die
Patienten in zwei groBe Altersgruppen unterteilt. Dabei wurden Patienten die jiinger als 65 Jahre
sind von denen unterschieden, die 65 Jahre und ilter sind. Die Grenze von 65 Jahren orientiert
sich am durchschnittlichen Renteneintrittsalter in Deutschland. Tabelle 3.1.1 und Abbildung 19
zeigen einen leicht erhohten Anteil an ERCCl-positiven Befunden bei Patienten im fortge-

schritteneren Lebensalter.

Auch hier stellt sich die Frage, ob der Effekt des Alters auf ERCC1 wirklich durch das Alter
hervorgerufen wird oder, ob er nicht durch eine ungiinstige Verteilung der Tumorhistologien in

den Altersgruppen begriindbar ist. In Abbildung 20 ist dieser Zusammenhang einmal dargestellt.

Aus ihr wird ersichtlich, dass der grofe Anteil an Plattenepithelkarzinomen in der Gruppe der
65-jahrigen und alteren die gehduften ERCCl1-positiven Befunde begriinden kdnnte. Es wére
also moglich, dass es nur einen ,,Scheinzusammenhang* zwischen Alter und ERCC1-Ex-

pression gibt.
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Abb. 19 : ERCCI1-Verteilung auf das Alter der Patienten
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Abb. 20 : Histologieverteilung in den Altersgruppen
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3.5 Verteilung von ERCCI1 auf das Geschlecht der Patienten

Tabelle 3.1.1 und Abbildung 21 zeigen die ERCCI1-Verteilung auf das Geschlecht in der

untersuchten Patientenpopulation.

Wie zu sehen, ist ERCC1 bei den Ménnern und Frauen nahezu gleich verteilt. Somit ldsst sich
vermuten, dass es keinen Zusammenhang zwischen ERCC1-Expression im Tumorgewebe und

dem Geschlecht der Patienten gibt.

Geschlecht

M manniich
[ weiblich

80,0% ]

60,0%

Prozent

40,0%

20,0%

ERCC1-negativ ERCC1-positiv
ERCC1-Status

Fehlerbalken: 95% CI

Abb. 21 : ERCCI1-Verteilung auf das Geschlecht

3.6 Verteilung von ERCC1 auf Raucher und Nichtraucher

Ahnliches gilt auch fiir die Abhiingigkeit von ERCC1 zum Nikotinstatus. So zeigt Abbildung 22
und Tabelle 3.1.1 eine leicht erhohte Héaufigkeit von ERCCl-positiven Befunden bei den
Nichtrauchern. Um eine Beeinflussung dieses Ergebnisses durch die Tumorhistologien
auszuschliefen, wurde ihre Verteilung auf die Gruppe der Raucher und Nichtraucher untersucht.
Das Ergebnis zeigt Abbildung 23. Dabei ist zu sehen, dass der Anteil an
Plattenepithelkarzinomen bei den Rauchern deutlich hoher liegt als bei den Nichtrauchern.
Somit scheint eine ,,ungiinstige* Verteilung der Histologien nicht der Grund fiir das vermehrte

Auftreten von ERCCl1-positiven Befunden bei den Nichtrauchern zu sein. Es bleibt aufgrund
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der niedrigen Fallzahlen in dieser Gruppe jedoch schwierig zu beurteilen, ob es Unterschiede in

der ERCC1-Verteilung gegeniiber den Rauchern gibt.

80,0% Raucherstatus

M Nichtraucher
[ Raucher

60,0%

=]

@

N

©  40,0%

o

20,0%
ERCC1-negativ ERCC1-positiv
ERCC1-Status
Fehlerbalken: 95% CI
Abb. 22 : ERCC1-Verteilung auf den Raucherstatus
100,0% Raucherstatus
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80,0%

60,0%
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40,0%

20,0%
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Neuroendokrine Tumore

Histologie

Fehlerbalken: 95% CI

Abb. 23 : Verteilung der unterschiedlichen Histologien die Raucherstatus
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4. Diskussion

Zielstellung dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob es eine charakteristische Verteilung von
ERCCI auf prognostische Faktoren beim Lungentumor gibt. Dies war nicht in allen Bereichen

gleichermafien gut moglich.

Grundsitzlich kann ERCC1 mittels zweier unterschiedlicher Methoden bestimmt werden, zum
einen durch eine PCR (Polymerasekettenreaktion) und zum anderen durch immunhistoche-
mische Firbung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei den immunhistochemischen Unter-
suchungen lediglich zwischen positiven und negativen ERCC1-Befunden unterschieden. Wie
stark jedoch die Anfarbbarkeit des jeweiligen Tumorgewebes war, wurde nur sehr selten
dokumentiert, sodass die semiquantitativen Bewertungen nicht in die hiesigen Betrachtungen
einflieBen konnten. Es wire sicherlich sinnvoll, wenn dies zukiinftige Arbeiten zu diesem

Thema beriicksichtigen wiirden.

In der zur Zeit laufenden ITACA-Studie wird die Genexpression von ERCC1 mittels einer
Polymerasekettenreaktion untersucht. Dabei wird zwischen hoher und niedriger Expression
unterschieden. Dies ist in hohem MaBle entscheidend fiir die Zuteilung der jeweiligen Patienten
zu einem bestimmten Therapieregime (Humke und Wakelee, 2011). Aufgrund der langen
Studiendauer von 12 Jahren und der groen Anzahl an untersuchten Patienten, konnten die dort
erhobenen Daten als Grundlage dienen, die hier untersuchte Fragestellung genauer zu unter-

suchen.

Allerdings wird derzeit noch kontrovers diskutiert, ob eine genetische Untersuchung von
ERCCI einer immunhistochemischen Bestimmung iiberlegen ist (Vilmar et al., 2012). Beide
Verfahren sind von ausreichendem Tumorgewebe in den untersuchten Proben abhéngig. Vilmar
et. al. haben 2011 eine Untersuchung verdffentlicht, in der sie diese beiden Methoden miteinan-
der verglichen haben. Dabei zeigte sich ein besserer pradiktiver Wert fiir die immunhistochemi-
sche Bestimmung von ERCC1 (Vilmar et al., 2012). Dies wird darauf zuriickgefiihrt, dass es
eine mangelnde Korrelation zwischen dem ERCC1-Gen-Transkript und dem jeweiligen Protein

gibt.

In dieser Arbeit wurde zuerst die ERCC1-Verteilung auf die Tumorhistologie und das Tumorsta-
dium untersucht. Hierbei zeigte sich, dass bei den Plattenepithelkarzinomen der Anteil ERCC1-
positiver Befunde hoher war als bei allen anderen Histologien. Es folgen die grofzelligen
Bronchialkarzinome mit 33,3 Prozent. Mit 25 Prozent haben die Adenokarzinome und neuroen-
dokrinen Bronchialkarzinome den niedrigsten Anteil an ERCCl-positiven Befunden. Die
Diagnose grofizelliges Bronchialkarzinom kam bei den untersuchten Patienten insgesamt 15 mal

vor. Diese muss allerdings kritisch hinterfragt werden, da sie eine absolute Ausschlussdiagnose
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darstellt (Petersen, 2011). In den letzten Jahren wuchs das Wissen um die Biologie und Genetik
nicht-kleinzelliger Bronchialtumorzellen stetig (Saintigny und Burger, 2012), sodass mdglicher-
weise die in dieser Arbeit diagnostizierten grof3zelligen Bronchialkarzinome in Zukunft anderen

Tumorentitdten zugeordnet werden kdnnten. Dies ist jedoch nur Spekulation.

Bei den Stadien ergab sich hinsichtlich der Fallzahlen ein &hnliches Problem. Dadurch dass die
Patienten im Rahmen einer chirurgischen Intervention untersucht wurden, sind die fortge-
schrittenen Tumorstadien im Sinne der Fallzahlen (Stadium IIIB: N=12; Stadium IV: N=3)
unterreprasentiert. So ist {iber die Stadien I bis IIIA noch recht gut eine Aussage liber die
ERCCI1-Verteilung zu treffen, wohingegen das bei den Stadien IIIB und IV nur bedingt mdglich
ist. Dies ist an den Fehlerbalken in Abbildung 13 gut zu sehen. Daraus ergibt sich, dass die
Anzahl der ERCCl-positiven Befunde von Stadium I bis IIIA abnimmt. Ob sich dieser Trend in

die hoheren Stadien fortsetzt, kann mit dieser Arbeit nicht abschlieBend beurteilt werden.

Unter der Voraussetzung, dass ERCCI1 - genau wie das Tumorstadium auch - ein prognostischer
Faktor ist, lassen sich Vermutungen iiber Griinde fiir dieses Phdnomen anstellen. Da ERCC1
letztendlich ein Zellprodukt ist, zu dessen Synthese demzufolge einigermaBlen geordnete
Transskriptions- und Translationsvorgédnge nétig wiren, wire es nicht unwahrscheinlich, dass
ERCCI in hoheren Tumorstadien vermindert exprimiert werden wiirde. Diesen Spekulationen

konnten sich vielleicht zukiinftige Experimente und Studien widmen.

Gibt es einen Unterschied in der ERCC1-Expression zwischen unter 65-jdhrigen und ilteren
Patienten? Bei jlingeren Patienten schien es weniger ERCC1-positive Befunde zu geben als bei
den dlteren. Dennoch war es nicht mdglich, diese Frage in dieser Arbeit eindeutig zu beantwor-
ten. Das Problem waren hier weniger die Fallzahlen, sondern eher die Verteilung der Histolo-
gien in den untersuchten Altersgruppen (siche Abbildung 20). So gab es bei den jiingeren
Patienten mehr Adenokarzinome und bei den &lteren Patienten deutlich mehr
Plattenepithelkarzinome. Es bleibt eine Vermutung, anzunehmen, dass der Unterschied in den
ERCC1-Befunden beider Altersgruppen eher durch die oben beschriebene Histologieverteilung

hervorgerufen wird.

In dieser Arbeit ist die Gruppe der Frauen (N=29) deutlich kleiner als die der Méanner (N=129).
Dennoch ist es, wie in Abbildung 21 gezeigt, anzunehmen, dass die ERCCI1-Expression

geschlechtsunspezifisch ist.

Schwierig zu beurteilen ist, ob Nichtraucher hdufiger ERCC1-positive Tumore aufweisen als
Raucher. Der Vergleich der relativen Haufigkeiten in dieser Arbeit wiirde diese These stiitzen
(sieche Abbildung 22). Ob sich dieser Trend bei einer hoheren Anzahl an Patienten (vor allem der

Nichtraucher) fortsetzen wiirde, muss offen bleiben.
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Leider gibt es derzeit nur eine Arbeit, die einer dhnlichen Fragestellung wie in dieser Promotion
nachgegangen ist. So wurde im Januar 2012 ein Artikel veroffentlicht, in dem die Ver-
teilungsunterschiede verschiedener DNA-Reparaturproteine in Lungentumoren und deren Effekt
auf eine adjuvante Cisplatin-basierte Chemotherapie beschrieben wurden (Pierceall er al.,
2012). Eines dieser Reparaturproteine war ERCC1. Es konnte, wie in dieser Arbeit, gezeigt
werden, dass ERCCI1 hiufiger in Plattenepithelkarzinomen als in Adenokarzinomen zu finden
ist (64% versus 53%). Ein prognostischer Effekt von ERCC1 konnte lediglich fiir Plattenepi-
thelkarzinome gefunden werden. Lag bei ihnen eine starke Expression von ERCC1 vor, so war
dies mit einem lingeren krankheitsfreien Uberleben assoziiert bei gleichzeitig schlechterer
Wirksamkeit der Cisplatin-basierten Chemotherapie. Bei niedriger Expression zeigte sich
hingegen eine bessere Wirksamkeit dieser adjuvanten Chemotherapie. So lasst dieser Artikel die
Schlussfolgerung zu, dass Patienten mit ERCCl-positiven Plattenepithelkarzinomen durch

Verzicht auf eine adjuvante Cisplatin-basierter Chemotherapie profitieren konnten.

Die meisten Arbeiten befassen sich jedoch mit dem Unterschied in der Wirksamkeit verschiede-
ner Chemotherapiestrategien bei ERCC1-positiven und -negativen Bronchialtumoren. Aussagen
iiber unterschiedliche Verteilungsmuster von ERCCI1 sind nur indirekt zu finden. So konnte die
Beobachtung, dass ERCC1 in unterschiedliche Lungentumorhistologien unterschiedlich héufig
ist, in einer Studie von Vilmar et al. von 2010 ebenfalls gemacht werden (Vilmar et al., 2010).
In ihr wurden zwei Chemotherapierstrategien und deren Wirksamkeit auf ERCC1-positive und
ERCCl1-negative Tumore im fortgeschrittenen Stadium (IIIA bis IV) untersucht. Trotz dieser
Zielstellung, wurden einige Erkenntnisse gewonnen, die im Zusammenhang mit dieser Arbeit
interessant sind. Dabei zeigte sich, dass von insgesamt 264 untersuchten Patienten 74,7% aller
Plattenepithelkarzinome ERCC1-positiv, wihrend die Mehrzahl aller Adenokarzinome (71,3%)
ERCCl1-negativ waren. Bei den grof3zelligen Bronchialkarzinomen waren 55,6% der Befunde
positiv. Es konnte also ein dhnlicher Trend wie in dieser Arbeit beobachtet werden. Interessant
ist, dass er sich auch in den hoheren Stadien fortzusetzen scheint. Somit stellen die Ergebnisse
von Vilmar et al. eine gute Ergdnzung zu den Ergebnissen dieser Promotion dar. Auch in der
Verteilung von ERCCI1-Befunden auf das Geschlecht konnten zumindest bei den Frauen
dhnliche Verteilungen wie in dieser Arbeit beobachtet werden. So hatten in der Studie von
Vilmar et al. 65% der weiblichen und 44% der méinnlichen Patienten ERCC1-negative Tumore.
Allerdings unterscheidet sich das Ergebnis bei den Ménnern von den hier erhobenen 61%
ERCCl-negativen Befunden. Uber die Griinde fiir diesen doch recht deutlichen Unterschied

konnen meinerseits nur Vermutungen angestellt werden.

Vorausgesetzt das Tumorstadium hat Einfluss auf die Expression von ERCCI1, so konnte es

moglich sein, dass sie in den - in dieser Arbeit hauptsiachlich betrachteten - niedrigeren Stadien
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geschlechterunabhingig ist. Je hoher das Stadium jedoch ist, desto geschlechterabhingiger wird
die ERCCI1-Expression. Jedoch sind all diese Uberlegungen rein spekulativer Natur und

miissten somit durch weitere Arbeiten auf diesem Gebiet bestétigt oder widerlegt werden.

Allerdings muss gesagt werden, dass jeder Vergleich mit Arbeiten, die einer anderen Grundfra-
gestellung nachgehen, statistisch problematisch ist. So sind mitunter die Patientenpopulationen
anderer Publikationen auf verschiedenste Art und Weise vorselektiert, so dass ein Vergleich mit

den Patienten in dieser Arbeit kaum moglich ist.

5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es Verteilungsunterschiede von ERCC1 gibt. Vor
allem im Hinblick auf die Histologie ist ein Trend nachzuweisen. So weisen
Plattenepithelkarzinome haufiger ERCC1-positive Befunde auf als Adenokarzinome, grof3zel-

lige oder neuroendokrine Bronchialtumore.

AuBerdem zeigte sich, dass die Héaufigkeit ERCCl-positiver Befunde mit der Hohe des
Tumorstadiums tendenziell abnimmt. Am ehesten konnte das fiir die Stadien I bis IIIA gezeigt

werden.

Bei Patienten mit einem Alter iiber 65 Jahre wurden geringfiigig mehr ERCCl-positive

Bronchialtumore diagnostiziert als bei den unter-65-Jéhrigen.

In dieser Arbeit scheint es keinen Zusammenhang zwischen Geschlecht und ERCC1-Status zu

geben, wo hingegen es bei den Nichtrauchern geringfiigig mehr ERCC1-positive Befunde gibt.

Aufgrund der Anzahl der hier untersuchten Patienten konnen lediglich Trends aufgezeigt
werden. Vielleicht kdnnen andere Arbeiten, durch die Ausweitung der Patientenpopulation und
durch Finbeziehung semiquantitativer ERCCI1-Bestimmung die FErgebnisse dieser Arbeit

verifizieren und/oder besser einordnen.
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10.

11.

Thesen

ERCC1 ist eine Nuklease, die Abbriiche zytotoxischer DNA-Addukte wéhrend der

Nukleotid-Exzisions-Reparatur vornimmt.

ERCCl1-negative Bronchialtumore haben eine signifikante Verbesserung des medianen

Uberlebens unter Chemotherapie als ERCC1-positive Bronchialtumore.

Patienten mit ERCC1-positiven Tumoren zeigen unter Cisplatin-basierter Chemotherapie
sogar eine Verschlechterung des medianen Uberlebens im Vergleich zu Patienten, die nur

observiert werden.

ERCC1 kann als prognostischer Faktor fiir eine platinbasierte Chemotherapie gesehen

werden.

In dieser Arbeit ist nicht zweifelsfrei zu belegen, dass Verteilungsunterschiede von ERCC1
auf prognostische Faktoren des Bronchialkarzinoms existieren. Es konnten jedoch Tenden-

zen aufgezeigt werden.

Plattenepithelkarzinome haben mit 50% die héufigsten ERCCI-positiven Befunde

verglichen mit den anderen Tumorhistologien.

Adenokarzinome und neuroendokrine Tumore haben jeweils mit 25% die wenigsten

ERCCl-positiven Befunde.

Die Héufigkeit ERCC1-positiver Befunde nimmt vom Stadium I (47,1%) bis zum Stadium
ITIA (26,5%) ab. Stadium I1IB und IV haben jeweils 33,3% ERCC1-positive Befunde.

Altere Patienten haben mit 42,7% geringfiigig mehr ERCC1-positive Tumore als jiingere
Patienten (31,6%).

Zwischen Ménnern (38,7%) und Frauen (37,9%) gibt es nahezu keine Unterschiede in der

Haufigkeit ERCC1-positiver Tumorhistologien.

Nichtraucher haben mit 44,4% geringfligig mehr ERCC1-positive Befunde als Raucher mit
37,8%.
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