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Referat und bibliographische Beschreibung

Zielstellung der vorliegenden Arbeit war es, Sensitivitit und Spezifitit der neuroendokrinen
Marker CD56, Synaptophysin und Chromogranin beim kleinzelligen Bronchialkarzinom
sowie deren Expression beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom zu untersuchen und
herauszufinden, ob eine prognostische Relevanz besteht. Untersuchungsgut war ein
Tumorkollektiv kleinzelliger Bronchialkarzinome, das im Zeitraum 1996 bis 1999 am Institut
fiir Pathologie der MLU Halle diagnostiziert wurde sowie ein Vergleichstumorkollektiv nicht-
kleinzelliger Bronchialkarzinome des gleichen Zeitraums. Die zugehorigen Patientendaten
wurden im Rahmen der HALLUCA-Studie dokumentiert und konnten fiir die Auswertung der
vorliegenden Arbeit genutzt werden. Nach der aktuellen histologischen Reklassifizierung
entsprechend den WHO-Kriterien von 1999 konnten 91 kleinzellige und 40 nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinome zur statistischen Analyse herangezogen werden.

Die Quantifizierung der immunhistochemischen Firbereaktion wurde in Anlehnung an den
Immunreaktiven Score (IRS) durchgefiihrt. CD56 erwies sich hinsichtlich Sensitivitit und
Spezifitit als effektivster Marker. Dies galt auch fiir besonders stark gequetschtes
Biopsiematerial. Die hochste Sensitivitit wurde durch die Kombination von CD56 und
Chromogranin erreicht. Die ermittelten Spezifititen waren durchweg sehr hoch.

Das klinische/pathologische Tumorstadium (k/pTNM I-IV) war erwartungsgemill der
prognoserelevante Faktor. Ebenfalls als prognostisch bedeutsam zeigte sich die operative
Therapie im k/pTNM I-111.

Weder beim kleinzelligen noch beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom hatte einer der
untersuchten Marker prognostische Relevanz. Auch die beiden Subtypen des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms erwiesen sich in keiner Hinsicht als prognoserelevant.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse empfiehlt sich fiir die pathologische Routinediagnostik
von Kkleinzelligen Bronchialkarzinomen CD56 als primirer neuroendokriner Marker vor

Chromogranin und Synaptophysin.

Kammin, Christian: Diagnostischer Nutzen und prognostische Relevanz immunhistoche-
mischer Marker einer neuroendokrinen Differenzierung beim kleinzelligen und nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom.

Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 59 Seiten, 2008
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1 Einleitung und Zielstellung

Das kleinzellige Bronchialkarzinom (SCLC) ist nach Plattenepithel- und Adenokarzinom mit
einem Anteil von 15-25 % aller bosartigen Lungentumoren trotz regional riicklaufiger Inzidenz
eines der hdufigsten Bronchialkarzinome iiberhaupt. Allein in Deutschland erkrankten im Jahr
2002 rund 32.500 Menschen an Bronchialkarzinomen. Der Anteil des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms lag bei rund 6.500 Neuerkrankungen [6, 11, 29, 44, 61, 95]. Der enge
Zusammenhang mit dem Zigarettenrauchen bei bestehenden geschlechterspezifischen
Rauchverhalten ladsst deutlich mehr Ménner erkranken [12, 59, 63, 87]. Der Erkrankungsgipfel
liegt im Alter zwischen 60 und 70 Jahren [17, 78, 88].

Unter den Lungentumoren mit lichtmikroskopisch erkennbarer neuroendokriner Morphologie,
wozu nach aktueller WHO-Definition auch das typische Karzinoid (TC), das atypische
Karzinoid (AC) und das groBzellige neuroendokrine Bronchialkarzinom (LCNEC) gehoren,
zeigt das SCLC die hochste Malignitit [87]. Das SCLC hat durch die schnelle lymphogene und
himatogene Metastasierung und vor allem durch die schnelle Resistenzentwicklung in aller
Regel eine sehr schlechte Prognose. Uber zwei Drittel dieser Karzinome werden im Stadium
,,Bxtensive-disease* — entsprechend dem klinischen Tumorstadium IV — diagnostiziert [25, 63].
Das klinische Erscheinungsbild des SCLC kann aufgrund seiner neuroendokrinen Aktivitit von
paraneoplastischen Syndromen wie dem Cushing-Syndrom oder dem Schwartz-Bartter-
Syndrom geprigt sein [87].

Trotz Ausschopfung zur Verfiigung stehender therapeutischer MaBBnahmen konnten bisher nur
relativ geringe Verbesserungen der Uberlebensraten erreicht werden [60, 78, 79]. Auch mit der
bestmoglichen Therapie wird die Uberlebenszeit hiufig nur um wenige Monate verlingert. Die
Klassifikation der kleinzelligen Bronchialkarzinome wurde in den letzten Jahrzehnten
mehrmals iiberarbeitet. Vor allem die mangelnde Reproduzierbarkeit und die fehlende
klinische Relevanz der unterschiedenen Subtypen machte immer wieder Aktualisierungen
notwendig [2, 17, 90].

Die derzeit giiltige Klassifikation der WHO/IASLC datiert aus dem Jahr 1999. Neben dem
,kleinzelligen Bronchialkarzinom (SCLC)*“ wird als weitere Variante das ,.kombinierte
kleinzellige Bronchialkarzinom (CSCLC)* unterschieden (Tab. 1.1). Fiir die Diagnose des
CSCLC wird hierbei eine zusitzliche nicht-kleinzellige Komponente — z. B. eine Adeno- oder
Plattenepithelkomponente — gefordert. Diese sollte einen Mindestanteill von 10 % am

Gesamttumor ausmachen [17, 61, 87].



Tab. 1.1: Entwicklung der Klassifikation des kleinzelligen Bronchialkarzinoms

Subtypen
Kreyberg (1962) WHO (1967) WHO (1981) TASLC (1988) WHO/TASLC (1999)
Oat cell Lymphocyte-like Oat cell
SCLC SCLC
Polygonal Polygonal Intermediate
Fusiform Mixed small
cell/large cell CSCLC
Other Combined oat cell Combined small cell

Modifiziert nach [17, 61]

Inzwischen sind alternative Klassifikationsschemata entwickelt worden. Dabei wurden die
neuroendokrinen Tumore der Lunge TC, AC, LCNEC und SCLC mit zunehmender Malignitit
in drei Gruppen eingeteilt. Das TC wurde als Grad I, das AC als Grad II und das
LCNEC/SCLC als Grad III-neuroendokrines Karzinom klassifiziert. Die Zusammenfassung
von LCNEC und SCLC in einer Gruppe stand u. a. im Zusammenhang mit Uberschneidungen
hinsichtlich  der  TumorzellgroBen, dem  ausbleibenden  Nachweis  signifikanter
Uberlebenszeitdifferenzen sowie sich iiberschneidenden Therapieoptionen [28, 32, 54].

Die morphologische Variabilitit der Bronchialkarzinome erschwert manchmal die
Differentialdiagnose. Problematisch kann z. B. die Abgrenzung von Lymphomen, basaloiden
Plattenepithelkarzinomen und anderen klein-rund-blauzelligen Tumoren sein. Deswegen kann
der Einsatz neuroendokriner Marker wie z. B. Synaptophysin, Chromogranin und CD56 fiir
immunhistochemische Zusatzuntersuchungen notwendig werden [43, 44, 87].

Synaptophysin und Chromogranin stellen sehr spezifische Marker fiir die neuroendokrine
Differenzierung dar, zeigten jedoch oftmals geringe Sensitivititen [32, 74]. Die Bedeutung von
CD56 fiir die Diagnose einer neuroendokrinen Differenzierung wird weiterhin kontrovers
diskutiert. Der hohen Sensitivitdt beim SCLC, steht die relativ groe Anzahl (10-30 %) CD56
positiver NSCLC gegeniiber [3, 9, 14, 27, 35, 39, 45, 46, 48, 50, 51, 58, 71, 76, 83, 94]
Bekannte Prognosefaktoren fiir das kleinzellige Bronchialkarzinom sind das klinische
Tumorstadium, der Allgemeinzustand und der Gewichtsverlust des Patienten [40]. Die
Bestimmung histologischer bzw. immunhistochemischer Prognosefaktoren ist bisher nicht
tiberzeugend gelungen [40, 48, 61, 79]. Fiir die onkologische Therapie ist immer noch die
Unterscheidung zwischen SCLC und NSCLC ausschlaggebend [9, 37, 40, 46, 58, 92].
Wihrend Patienten mit SCLC unabhingig vom Tumorstadium in erster Linie eine
Chemotherapie erhalten, wird bei Patienten mit NSCLC eine vollstindige Resektion des

Tumors angestrebt [4, 40, 44]. Mittlerweile erfdhrt dieses starre Therapiekonzept einen



Wandel. Vor allem das klinische Tumorstadium spielt fiir die Therapiewahl eine immer
entscheidendere Rolle. Patienten mit SCLC im kTNM I und II — im Einzelfall bis zum kTNM
[lIb — werden in kurativer Absicht operiert und mit adjuvanten bzw. neoadjuvanten
Chemotherapien behandelt. Dariiber hinaus gewinnt die adjuvante und neoadjuvante
Chemotherapie bei der Behandlung des NSCLC an Bedeutung [5, 29, 40, 64]. Dem sehr guten
Ansprechen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms auf Chemotherapie und Bestrahlung steht
seine hohe Rezidivrate gegeniiber [77].

Zielstellung dieser Arbeit war es, Sensitivitait und Spezifitit der neuroendokrinen Marker
Synaptophysin, Chromogranin und CD56 beim kleinzelligen Bronchialkarzinom sowie deren
Expression beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom zu untersuchen und herauszufinden, ob

eine prognostische Relevanz besteht.



2 Material und Methodik

2.1 Tumorkollektive

Die Zusammenstellung der Tumorkollektive erfolgte auf der Grundlage der im Zeitraum April
1996 bis September 1999 in der HALLUCA-Studie dokumentierten Patienten mit inzidenten
Bronchialkarzinomen. Bei der Halleschen Feldstudie zum Lungen-Carzinom (HALLUCA-
Studie) handelt es sich um eine epidemiologische Feldstudie aus dem Bereich der
Versorgungsforschung.

Alle im entsprechenden Zeitraum im Institut fiir Pathologie der MLU Halle-Wittenberg
erfassten und dort bereits als kleinzelliges Bronchialkarzinom diagnostizierten Félle wurden
ausgewdhlt. Zusitzlich wurden alle Tumoren mit der Diagnose ,,undifferenziertes Karzinom*
sowie ein als ,diskrete Karzinominfiltration* klassifizierter Fall erfasst. Hier war nicht
auszuschlieBen, dass es sich evtl. doch um kleinzellige Bronchialkarzinome handelte. Mithilfe
dieser Kriterien wurden insgesamt 98 Fille ausgewihlt. Sie wurden einer retrospektiven
histopathologischen und immunhistochemischen Analyse, entsprechend der aktuellen WHO-
Klassifikation, unterzogen [63]. Der Patient mit der Diagnose ,,diskrete Karzinominfiltration*
wurde als unklarer Fall gefiihrt (Abb. 2.1, S. 5).

Die zur Reklassifizierung verwendeten Tumorpriparate stammten aus dem entsprechenden
Zeitraum. Nicht bei allen Patienten stand das originale Tumormaterial — d. h. das Material, an
dem die Ausgangsdiagnose gestellt wurde — zur Verfiigung. In Einzelfillen musste auf
Tumormaterial, welches zu einem anderen Zeitpunkt entnommen wurde, zuriickgegriffen
werden. Dadurch war es erforderlich, das Diagnosedatum und folglich auch die ULZ
abweichend von den Daten der HALLUCA-Studie zu korrigieren.

Es wurde sowohl ein Kollektiv fiir kleinzellige, als auch fiir nicht-kleinzellige

Bronchialkarzinome zusammengestellt.



Abb. 2.1: Ubersicht Ausgangskollektiv

Mit Abschluss der Reklassifizierung stand ein 91 kleinzellige Bronchialkarzinome
umfassendes Kollektiv zur Verfiigung. Dieses wurde getrennt nach Subtypen SCLC und
CSCLC dargestellt (Tab. 2.1, S. 6). Das mediane Alter aller Patienten mit kleinzelligen
Bronchialkarzinom lag bei 65.7 Jahren. Es wurden Ein-, Zwei- und Fiinf-J ahres-ULR von 24,
6 bzw. 3 % erreicht. Abb. 2.3 und 2.4 (S. 13) zeigen typische histologische Bilder der
jeweiligen Subtypen. Hinsichtlich des Tumormaterials handelte es sich um 82 Biopsien und
neun Resektate.

AnschlieBend wurde ein Kollektiv nicht-kleinzelliger Bronchialkarzinome erstellt. Dazu
wurden iiber eine Zufallsstichprobe aus 137 Patienten mit nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom 40 Fille (alles Lungenresektate) ausgewihlt. Diese waren im Rahmen
einer anderen Promotionsarbeit im Institut fiir Pathologie der MLU Halle-Wittenberg, nach
aktueller WHO-Klassifikation bereits reklassifiziert und ebenfalls in der HALLUCA-Studie
eingeschlossen (Tab. 2.2). Abb. 2.5 und 2.6 (S. 14) zeigen typische histologische Bilder eines
Adeno- und eines Plattenepithelkarzinoms.

Folgende patientenbezogene Daten aus der HALLUCA-Studie wurden zu eigenen
Analysezwecken herangezogen: Uberlebenszeit, Uberlebensstatus, klinisches/pathologisches
Tumorstadium, operative Therapie, First- und Second-line Chemotherapie, Strahlentherapie.
Die Uberlebensdaten — ohne Bereinigung hinsichtlich der Todesursache — wurden mithilfe
des Tumorzentrums der MLU Halle-Wittenberg — entsprechend dem festgelegten

Zensuszeitpunkt 31.08.2005 — aktualisiert und ergidnzt. Patienten mit kleinzelligen



Bronchialkarzinom und einer ULZ von > 24 Monaten wurden als Langzeitiiberlebende

eingestuft.

Tab. 2.1: Kollektivcharakterisierung; 91 Patienten mit kleinzelligen Bronchialkarzinom nach

der Reklassifizierung

SCLC CSCLC
N N
. Spannweite 89-28 Spannweite 83-49
Alter (in Jahren) 68 Median 65 22 Median 68
Méannlich 54 Méannlich 16
Geschlecht 68| Weiblich 14 |23 | Weiblich 7
. [=5;11=0; 1l =18; I=3;1l=0;ll =6;
Klinisches TNM 51 IV = 29 17 V=8
. . Ja 2 Ja 7
Operative Therapie | 68 Nein 66 23 Nein 16
. Ja 56 Ja 18
FL-Chemotherapie | 68 Nein 12 23 Nein 5
. Ja 22 Ja 7
SL-Chemotherapie |68 Nein 46 23 Nein 16
. Ja 47 Ja 18
Strahlentherapie 67 Nein 20 23 Nein 5
7 Tod 68 Tod 21
Uberlebensstatus | 68 Am Leben 0 22 Am Leben 1
Mittlere ULZ 68 9.8 Monate 22 14.2 Monate
Mediane ULZ 68 8.2 Monate 22 5.3 Monate
1-J-ULR 68 24 % 22 27 %
2-J-ULR 68 3% 22 14 %
5-J-ULR 68 1% 22 9%

N: Anzahl der Patienten mit verfligbaren Informationen; FL: First-line; SL:

Second-line




Tab. 2.2: Zusammensetzung des Vergleichskollektivs (NSCLC) nach der Reklassifizierung

Tumortyp Haufigkeiten (%)
Adenokarzinom 16 (40)
Plattenepithelkarzinom 17 (42.5)
LCLC 2 (5)
LCNEC 1 (2.5)
Adenosquamdéses Karzinom 3 (7.5
Sarkomatoides Karzinom 1 (2.5)
Gesamt 40 (100)

2.2 Histopathologische Reklassifizierung
Die zur Reklassifizierung herangezogenen und von der WHO (1999) empfohlenen

Diagnosekriterien fiir das kleinzellige Bronchialkarzinom sind nachfolgend dargestellt [87]:

(1) Neuroendokrine Wachstumsmuster wie Palisaden, Trabekel, Rosetten und Nester

(2) Kleine Zellen (& < drei Lymphozyten, wenig Zytoplasma, rund, oval, spindelformig)
(3) Mehr als 10 Mitosen/10 HPF, meist iiber 60/10 HPF

(4) Feingranuliertes und gleichmiBig verteiltes Chromatin

(5) Kernpleomorphismus, mosaikformige Kernanordnung

(6) Fehlende oder nicht sichtbare Nukleolen

(7) Haufig Nekrosen und Quetschartefakte

(8) CSCLC: Zusitzlich eine nicht-kleinzellige Komponente (Anteil mind. 10 % am Tumor)

Ein Grofteil der ausgewihlten kleinzelligen Bronchialkarzinome war noch nach der damals
giiltigen WHO Klassifikation von 1981 diagnostiziert. Es lagen also die Bezeichnungen fiir
die drei Subtypen ,,Oat cell®, ,Intermediate”, ,,Combined oat cell“ vor. Zur besseren
Vergleichbarkeit von Ausgangs- und Reklassifizierungsdiagnose wurden diese in das WHO-
Schema von 1999 konvertiert. Somit entsprachen die Bezeichnungen ,Oat cell* und
,Intermediate* dem heutigen SCLC und die Bezeichnung ,,Combined oat cell* dem heutigen
CSCLC.

Die histologischen Schnittpriparate wurden unter Kenntnis der Ausgangsdiagnose vom Autor

sowie einem Facharzt fiir Pathologie gemeinsam gesichtet. Konnte keine Einstimmigkeit



hinsichtlich der Reklassifizierungsdiagnose erreicht werden, wurde der Fall den

Facharztkollegen des Instituts zur Diskussion und Konsensfindung vorgelegt.

2.3 Immunhistochemische Methodik und Marker

2.3.1 Immunhistochemische Methodik

Das vorhandene paraffineingebettete Tumorgewebe, das im Rahmen der Primérdiagnostik
teilweise bereits immunhistochemisch untersucht wurde, wurde im Kontext der aktuellen
Untersuchungen sowohl mit Markern fiir die neuroendokrine Differenzierung, als auch mit
zytokeratin-typisierenden Markern weiterfithrend untersucht. Als obligater Markerpool fiir die
vorliegende Arbeit wurden neben der HE-Firbung Antikdrper gegen Synaptophysin und
Chromogranin sowie CD56 (NCAM) eingesetzt. Als epithelialer Marker wurde ein
Antikorper gegen Zytokeratin 19 verwendet. Zur Unterstiitzung der Diagnosefindung wurden
in Einzelféillen weitere immunhistochemische Marker wie CD45, TTF-1, CK20 und p63
eingesetzt.

Fir das Kollektiv der nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome wurden Antikdrper gegen
Zytokeratin 19 nicht explizit eingesetzt.

Soweit vom Tumormaterial noch repréisentative Schnittpriparate angefertigt werden konnten,
wurden dem obligaten Markerpool entsprechend, immunhistochemische Untersuchungen
ergidnzt bzw. alle als negativ bzw. nicht auswertbar beurteilten Reaktionen erneut
durchgefiihrt.

Zur Durchfiihrung der immunhistochemischen Firbung wurde die Immunperoxidase Avidin-

Biotin verwendet [8].

Folgende Antikorper kamen zum Einsatz:

Anti-Human Synaptophysin (monoklonaler Maus-AK, Klon SY38, Kode-Nr. M 0776,
Verdiinnung 1:50, Fa. DAKO), Anti-Human Chromogranin A (monoklonaler Maus-AK, Klon
DAK-A3, Kode-Nr. M 0869, Verdiinnung 1:50, Fa. DAKO), Anti-Human CD56 [(NCAM)
monoklonaler Maus-AK, Klon 1B6, Kode-Nr. NCL-L-CD56-1B6, Verdiinnung 1:100, Fa.
Sanbio] und Anti-Human Zytokeratin 19 (monoklonaler Maus-AK, Klon BA17, Kode-Nr. M
0772, Verdiinnung 1:50, Fa. DAKO).



2.3.2 Charakterisierung der Zielantigene

Synaptophysin ist als integrales Membranglykoprotein mit einer Molekiilmasse von 38 kD
Bestandteil prasynaptischer Vesikel. Der Antikorper SY38 markiert diese Vesikel in normalen
und neoplastischen Geweben. Nachweise erfolgten u. a. in Nervenzellen sowie
Neuroblastomen und Phidochromozytomen. Der Nachweis von Synaptophysin gelang auch in
epithelialen neuroendokrinen Neoplasien wie in medulldren Schilddriisenkarzinomen,

Hypophysenadenomen, kleinzelligen und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen [30, 53].

Chromogranin A ist ein aus 439 Aminosduren aufgebautes Glykoprotein. Mit einer
Molekiilmasse von iiber 68 kD ist es Bestandteil der Matrix neurosekretorischer Granula
sowohl in normalen, als auch in neoplastischen Geweben. Chromogranin A wurde zuerst aus
chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks isoliert. Der Antikorper gegen Chromogranin A
zeigte in qualitativer und quantitativer Variabilitdt u. a. in Neuroblastomen, neuroendokrinen
Tumoren des Bronchial- und des Gastrointestinaltraktes sowie in einigen Hypophysentumoren

positive Reaktionen [32, 51, 53, 65, 74, 76].

Das Neuronale-Zell-Adhésions-Molekiill (NCAM, CD56) gehort zur Gruppe der integralen
Membranglykoproteine und ist Mitglied der Immunglobulin Superfamilie. Die bekannten
NCAM Isoformen werden in die drei Hauptgruppen mit Molekiilmassen von 120, 140 und
180 kD eingeteilt. Als Zelloberflichenmolekiil ist es an der Vermittlung von homo- und
heterotypischen Zell-Zell und Zell-Matrix Kontakten verschiedenster Gewebe und deren
Differenzierung beteiligt. NCAM Expression konnte u. a. in natiirlichen Killerzellen, NK-
dhnlichen T-Zellen, neuroektodermalen und neuroendokrinen Zellen nachgewiesen werden.
CD56-Positivitidt konnte u. a. in Merkel-Zell Karzinomen, Neuroblastomen, Karzinoiden und

kleinzelligen Bronchialkarzinomen gezeigt werden [1, 3, 18, 46, 53].

Zytokeratin 19 gehort als niedrigmolekulares und saures Zytokeratin zum Typ I der
Intermedidrfilament-Proteine (CK9-CK20). Es ist am Aufbau des Zytoskeletts von benignen
als auch malignen Epithelzellen beteiligt. Eine Zytokeratin 19 Expression wurde u. a. in
Adenokarzinomen von Lunge, Kolon und Pankreas sowie in verschieden lokalisierten

Plattenepithelkarzinomen und kleinzelligen Karzinomen nachgewiesen [16, 32, 53].



2.3.3 Auswertung der immunhistochemischen Reaktion

Eine neuroendokrine Differenzierung galt als vorhanden, sofern mind. ein neuroendokriner
Marker in mehr als 10 % des Tumorgewebes nachweisbar war.

Die Quantifizierung wurde in Anlehnung an den immunreaktiven Score (IRS) durchgefiihrt
und vom Autor sowie einem Facharzt fiir Pathologie gemeinsam vorgenommen. Dieses
urspriinglich zur Bewertung der Expression von Hormonrezeptoren beim Mammakarzinom
entwickelte Punktesystem wurde dabei modifiziert auf die zytoplasmatische/membranstindige
Immunreaktion angewandt. Die Berechnung erfolgte aus dem Produkt von Firbeintensitit und
prozentualer Verteilung der Firbereaktion [69]. Hierbei wurde der Intensitit ein vierfach
abgestufter Punktwert (0 = negativ, 1 = schwach, 2 = méBig und 3 = stark) und der Verteilung
ein fiinffach abgestufter Punktwert (0 = keine positiven Zellen, 1 =< 10 % positive Zellen,
2 = 10-50 % positive Zellen, 3 = 51-80 % positive Zellen und 4 = > 80 % positive Zellen)
zugeordnet.

Der Gesamtpunktwert lag somit auf einer Skala von null bis zwolf Punkten, wobei ein IRS ab
zwei Punkten als positive Reaktion gewertet wurde.

Die Expression von Zytokeratin 19 wurde getrennt nach positiver und negativer
Immunreaktion erfasst. Bei den als positiv bewerteten Immunreaktionen wurde das
Expressionsmuster in ,,plaqueartig*, ,,zirkulidr* und ,,plaqueartig und zirkuldr* differenziert
(Abb. 3.13a-c, S. 25). Als ,,plaqueartige Expression* wurde eine kappen- bzw. punktférmige
zytoplasmatische Firbereaktion bezeichnet, meist begrenzt auf wenige Stellen der Zelle. Als
»zirkuldre Expression wurde eine perinukledre/panzytoplasmatische Férbereaktion

bezeichnet.

2.4 Zuordnung diagnostischer Sicherheitsgruppen

Ein Tumor der Gruppe ,,sicher SCLC/CSCLC* war mit einer subjektiven Diagnosesicherheit
von 90-100 % ein kleinzelliges Bronchialkarzinom (SCLC/CSCLC). Im ersten Schritt wurden
bei der Zuordnung die WHO-Diagnosekriterien tiberpriift. Waren diese erfiillt, konnten im
zweiten Schritt die immunhistochemischen Ergebnisse iiberpriift werden (Abb. 2.2, S. 12).
Fiir die Einordnung in die Gruppe ,,sicher SCLC/CSCLC* war dabei eine Zytokeratin 19
Expression und mind. ein positiver neuroendokriner Marker erforderlich. Fiir die Einordnung
eines Tumors in die Gruppe ,wahrscheinlich SCLC/CSCLC* mit einer subjektiven
Diagnosesicherheit von 80-89 % mussten die WHO-KTriterien erfiillt und zusitzlich CK19
oder mind. ein neuroendokriner Marker positiv sein. Bei einer subjektiven Diagnosesicherheit

von 70-79 % waren ebenfalls die WHO-KTriterien erfiillt, aber CK19 und die neuroendokrinen
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Marker negativ. Waren die WHO-KTriterien nur eingeschrénkt erfiillt, so lag die subjektive
Diagnosesicherheit im Bereich von 50-69 %, unabhidngig von den Resultaten der
immunhistochemischen Marker. Die Zuordnung in die Gruppe ,,unklar erfolgte, wenn das
Tumormaterial nicht ausreichend beurteilt werden konnte. Die subjektive Diagnosesicherheit
lag dann unter 50 %. Waren die WHO-KTiterien nicht erfiillt, so erfolgte die Zuordnung in die
Gruppe ,,kein SCLC/CSCLC.*

Die ,,subjektive Diagnosesicherheit* gibt Auskunft dariiber, wie sicher sich der Untersucher

mit seiner Diagnose in Bezug auf einen bestimmten Tumor ist.

2.5 Statistische Analyse

Die Statistische Auswertung erfolgte mit dem Programmpaket SPSS 12.0.

Zusammenhidnge zwischen den einzelnen Variablen wurden durch Verwendung von
Vierfeldertafeln mithilfe des Chi>-Tests bzw. des exakten Tests nach Fisher iiberpriift. Zur
besseren Vergleichbarkeit von Sensitivitit und Spezifitit der einzelnen Marker wurde der
AUC-Wert berechnet. Ein AUC-Wert unterhalb von 0.5 (Kurve unterhalb der Bezugslinie)
zeigt an, dass der Marker fiir die Unterscheidung von Merkmalstrdgern von Nicht-
Merkmalstrigern unbrauchbar ist. Je ndher sich der AUC-Wert des Markers dem
Maximalwert (1) annéhert, desto besser ist dessen Fihigkeit zur Diskriminierung.

Die Uberlebenszeitanalysen und Berechnungen der Werte fiir die Hazard-Rate erfolgten
mithilfe der Kaplan-Meier Methode bzw. der Cox-Regression. Fiir die multivariate Cox-
Regression wurde eine riickwirtsgerichtete, schrittweise Auswahl auf der Grundlage
bedingter Parameterschitzer verwendet. Bei Gruppenvergleichen innerhalb der
Uberlebenszeitanalyse fand der Log-Rang Test Anwendung. Unter der Bedingung eines
95%igen Konfidenzintervalls wurden p-Werte < 0.05 als signifikant gewertet.

Die Uberpriifung der Diagnoseiibereinstimmung erfolgte mittels Cohen-Kappa Koeffizient.
Ein Wert von ,,1* bedeutete perfekte Ubereinstimmung. Ein Wert von ,,0° bedeutete, dass die
Ubereinstimmung nicht iiber das zufallsbedingte Maf hinausging.

Als LagemaBle wurden der arithmetische Mittelwert und der Median benutzt.
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Gruppenzuordnung Sicherheit 1. Histologie 2. Immunhistochemie
CK19 und mind. ein
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positiv
CK19 oder mind. ein
80-89 % neuroendokriner Marker
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wahrscheinlich 20-79 % CK19 und neuroendokrine
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unklar <50 % Material nicht ausreichend
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kein SCLC/CSCLC, andere
Diagnose
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12

Abb. 2.2: Zuordnungsschema der diagnostischen Sicherheitsgruppen




ENr. 2347-97, HE x100

Abb. 2.3: Kleinzelliges Bronchialkarzinom (SCLC),

Abb. 2.4: Kombiniertes kleinzelliges Bronchialkarzinom (CSCLC) mit groBzelliger

, HE x100

Komponente, ENr. 4074-97
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Abb. 2.6: Plattenepithelkarzinom, ENr. 16424-98, HE x100

14



3 Ergebnisse

3.1 Histopathologische Aufarbeitung kleinzelliges Bronchialkarzinom

Durch die Reklassifizierung der 98 primir ausgewihlten Bronchialkarzinome (Abb. 2.1, S. 5),
kam es in Bezug auf die kleinzelligen Tumoren in sechs Fillen zu einer Anderung der
Ausgangsdiagnose: Ein CSCLC wurde als LCNEC reklassifiziert. Ein weiteres CSCLC wurde
als kombiniertes LCNEC reklassifiziert. Zwei undifferenzierte Karzinome wurden nach der
Aufarbeitung als SCLC bzw. CSCLC eingestuft. Ein SCLC und ein CSCLC mussten der
unklaren Gruppe zugeordnet werden. Mit Abschluss der Reklassifizierung bestand das
Kollektiv der kleinzelligen Bronchialkarzinome aus insgesamt 91 Patienten (68 SCLC, 23
CSCLC, Abb. 3.1).

Ferner wurde ein undifferenziertes Karzinom und die bereits im Ausgangskollektiv als unklarer
Fall gewertete ,diskrete Karzinominfiltration der unklaren Gruppe zugeordnet sowie ein

undifferenziertes Karzinom als LCNEC reklassifiziert.

R %Qo 4% %"?_5 {%;%a

Abb. 3.1: Ubersicht Reklassifizierung

Die Diagnoseiibereinstimmung zwischen Ausgangs- und Reklassifizierungsdiagnose wurde fiir
die Gruppen ,,.SCLC*, ,,CSCLC*, ,,andere* (entsprechend LCNEC, kombiniertes LCNEC und
undifferenziertes Karzinom) und fiir die Gruppe ,,unklar* tiberpriift (Tab. 1.1). Der berechnete
Cohen-Kappa Koeffizient iiber alle vier Gruppen betrug 0.62. Einstimmigkeit zwischen
Ausgangs- und Reklassifizierungsdiagnose wurde beim SCLC in 65 von 73 Fillen (89 %)

erreicht. Bei den CSCLC konnte eine Einstimmigkeit zwischen den Diagnosen in 15 von 20
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Féllen (75 %) beobachtet werden. Dementsprechend ergab sich iiber beide Subtypen eine
Einstimmigkeit in 80 von 93 Fillen (86 %).

Tab. 3.1: Kreuztabelle; Diagnoseiibereinstimmung Ausgangs- und Reklassifizierungsdiagnose

Reklassifizierung

Ausgangsdiagnose Haufigkeiten (%) SCLC CSsCLC andere unklar
SCLC 73 (74) 65 (96) 7 (30) 0 (0) 1(25)
CSCLC 20 (21) 2 (3) 15 (65) 2 (67) 1 (25)
andere 4 (4) 1(1) 1(5) 1(33) 1 (25)
unklar 1(1) 0(0) 0 (0) 0(0) 1(25)
Gesamt 98 (100) 68 (100) 23 (100) 3 (100) 4 (100)

Die Bewertung der neuroendokrinen Wachstumsmuster konnte in 20 Tumoren, darunter alle
resezierten Tumoren, vorgenommen werden. Davon wiesen 16 Tumoren teilweise mehrere
verschiedene neuroendokrine Wachstumsmuster auf. Das mit 52 % am hiufigsten
vorkommende Wachstumsmuster war die organoid oder in Nestern wachsende Form.
Weiterhin fanden sich in 22 % palisaden-, in 17 % rosetten- und in 9 % der Fille
trabekelformige Wachstumsmuster. In jedem Tumor mit neuroendokrinen Wachstumsformen
war auch mind. ein neuroendokriner Marker positiv.

Das Vorkommen von Quetschartefakten und Nekrosen wurde in allen 91 kleinzelligen
Tumoren beurteilt. Bei den Quetschartefakten ergab sich folgendes Verteilungsmuster:

Keine in 12 %, wenig bis mittel in 50 % und starke Artefakte in 38 % der Tumoren. In 19 %
der Tumoren waren Nekrosen nicht erkennbar, 55 % der Nekroseareale umfassten weniger als

die Hilfte und 26 % mehr als die Hilfte des beurteilbaren Tumorgewebes.
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3.2 Immunhistochemie kleinzelliges Bronchialkarzinom

3.2.1 Neuroendokrine Marker

Von den 89 (97 %) immunhistochemisch mit dem Antikdrper gegen Synaptophysin
untersuchten kleinzelligen Karzinomen, hatten 55 (62 %) einen IRS von null oder einem Punkt
und waren damit Synaptophysin-negativ. 23 (26 %) Fille besallen einen Punktwert zwischen
zwei und sechs und elf (12 %) Fille einen IRS von sieben bis zwolf Punkten und konnten
somit als Synaptophysin-positiv bewertet werden (Abb. 3.2 und Abb. 3.3, S. 19). Der mediane
IRS, bezogen auf die als positiv bewerteten Fille, erreichte vier Punkte. Die Sensitivitéit ergab
fiir Synaptophysin in Bezug auf das kleinzellige Bronchialkarzinom einen Wert von 37 %.
Zwei von 40 NSCLC wurden als Synaptophysin-positiv bewertet. Die Spezifitit betrug 95 %.
Der AUC-Wert lag bei 0.66 (KI 95 %: 0.56-0.75).

Die immunhistochemische Reaktion mit dem Antikorper gegen Chromogranin konnte in 88
(97 %) Fillen durchgefiihrt werden. Davon wiesen 48 (54 %) einen IR-Punktwert von null oder
eins auf, wurden also als negativ bewertet. In 21 (24 %) Féllen wurde ein Wert von zwei bis
sechs Punkten erreicht und in 19 kleinzelligen Tumoren (22 %) sieben bis zwolf Punkte (Abb.
3.4 und Abb. 3.5, S. 20). Der mediane IRS der als positiv bewerteten Fille ergab sechs Punkte.
Chromogranin erreichte eine Sensitivitit von 45 %. Ein Fall von 40 NSCLC war
Chromogranin-positiv. Daraus ergab sich die Spezifitit von 98 %. Der AUC-Wert lag bei 0.71
(K195 %: 0.62-0.80).

Die immunhistochemische Untersuchung mit dem Antikorper gegen CD56 wurde bei 85
(93 %) der kleinzelligen Karzinome durchgefiihrt. Ein IRS von null bis eins wurde in 29
(34 %) Fillen gefunden. Punktwerte von zwei bis sechs wurden in 23 (27 %) Fillen festgestellt
und der Gruppe von sieben bis zwolf Punkten konnten 33 (39 %) der Tumore zugeordnet
werden (Abb. 3.6 und Abb. 3.7, S. 21). CD56 erreichte einen medianen Punktwert von neun,
bezogen auf die als positiv bewerteten Fille und eine Sensitivitidt von 66 %. Zwei Fille von 40
NSCLC waren CD56-positiv, was einer Spezifitidt von 95 % entsprach. Der AUC-Wert lag bei
0.80 (KI 95 %: 0.73-0.88).

In 55 SCLC und 18 CSCLC war mind. ein neuroendokriner Marker positiv. Die Ergebnisse der

immunhistochemischen Firbung sind fiir die drei neuroendokrinen Marker in Tab. 3.2

zusammengefasst. Ein Zusammenhang zwischen der neuroendokrinen Differenzierung und
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dem klinischen Tumorstadium konnte mit p = 0.73 (32 = 0.94) nicht gefunden werden (Tab.

3.3).

Tab. 3.2: Anteile der drei neuroendokrinen Marker in den 73 neuroendokrin-positiven

kleinzelligen Bronchialkarzinomen getrennt nach Subtypen

NE-Marker Mittlere Anzahl positiver
P Marker
Subtypen Haufigkeiten (%) CD56 (%) CGA (%) SY (%)
SCLC 55 (100) 42 (76) 30 (55) 24 (44) 1,75
CSCLC  18(100) 14 (78) 10 (56) 10 (56) 1,95
Gesamt 73 (100) 56 (77) 40 (55) 34 (47)

Tab. 3.3: Kreuztabelle; neuroendokrine Differenzierung und klinisches Tumorstadium

klinisches Tumorstadium

NE-Differenzierung Haufigkeiten (%) | (%) I (%) IV (%)
positiv 50 (100) 4 (8) 17 (34) 29 (58)
negativ 13 (100) 2 (15) 4 (31) 7 (54)
Gesamt 63 (100) 6 (10) 21 (33) 36 (57)
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Abb. 3.2: Haufigkeitsverteilung (n) des IRS fiir Synaptophysin

Abb. 3.3: Beispiel fiir die immunhistochemische Reaktion von Synaptophysin, ENr. 4074-97,
IRS =12, x200
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Abb. 3.4: Haufigkeitsverteilung (n) des IRS fiir Chromogranin
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Abb. 3.5: Beispiel fiir die immunhistochemische Reaktion von Chromogranin, ENr. 10886-98,
IRS =12, x200
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Sensitivitit

CD56 erreichte mit 66 % im Vergleich zu Synaptophysin und Chromogranin die hochste
Sensitivitdt. Unter Beriicksichtigung der entsprechenden Spezifitidt konnte CD56 in der ROC-
Kurve mit 0.80 der hochste AUC-Wert zugeordnet werden. Somit erwies sich CD56
hinsichtlich Sensitivitidt und Spezifitit als effektivster Marker. Es folgten Chromogranin (mit
der hochsten Spezifitit von 98 %) und Synaptophysin (Abb. 3.8).

Die gemeinsame Sensitivitit von Synaptophysin und Chromogranin lag mit 62 % geringfiigig
unter der von CD56. Chromogranin und CD56 erreichten zusammen eine Sensitivitdt von

80 %. Das Panel aus allen drei neuroendokrinen Markern zeigte ebenfalls eine 80%ige

Sensitivitt.
ROC-Kurve
10 .
Cuelle der Kurve,
Marker pos./neg.
Synaptophysin
08— Chromagranin
CDs6
Bezugslinie
06—
04—
Flache unter der Kurwe [AUC]und Koordinaten der Kurwe
“ariableln) flr
02 Testergebnis AlC Senstivitit |1 - Spezifitat
Synaptophysin B57 J65 50
Chramogranin a1 A447 25
Chs6 204 F59 250
o0
0.0 02 04 06 08 1,0
1 - Spezifitit

Abb. 3.8: ROC-Kurve mit Darstellung der einzelnen neuroendokrinen Marker sowie den
jeweils entsprechenden AUC-Werten und Koordinaten der Kurve

Bei der deskriptiven Betrachtung der Faktoren Intensitit und Verteilung des IRS fiel auf, dass
bei Synaptophysin der Anteil starker Intensitéit mit 6 % (fiinf Fille) deutlich geringer ausfiel als
bei Chromogranin mit 27 % (24 Fille) und CD56 mit 36 % (33 Fille). Hinsichtlich des Anteils
positiver Zellen (Verteilung) war zu erkennen, dass CD56 mit 51 % (43 Fille) einen auffallend
hohen Anteil an der Gesamtfraktion 51-100 % beanspruchte. Im Vergleich dazu lag bei
Synaptophysin dieser Anteil mit 25 % (22 Fille) und bei Chromogranin mit 26 % (23 Fille)
deutlich darunter.

Die Anwendung des exakten Tests nach Fisher zeigte einen signifikanten Zusammenhang
(p=0.04, x2 = 15.5) zwischen der Intensitit von Synaptophysin und CD56 (Abb. 3.9, S. 24).

Auch fiir den Faktor Verteilung offenbarte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen
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Synaptophysin und CD56 (p = 0.03, ¥? = 23.0, Abb. 3.10, S. 24). Zwischen Chromogranin und
CD56 sowie Chromogranin und Synaptophysin konnte diesbeziiglich keine Beziehung
gefunden werden.

Bei der weiteren Uberpriifung von Koexpressionen zwischen den neuroendokrinen Markern
ergab sich mithilfe des Chi2-Tests eine Signifikanz (p = 0.01, ¥? = 7.0) zwischen CD56 und
Synaptophysin (Abb. 3.11, S. 25). Ein Zusammenhang, der nur bei der Gruppierung dieser
Marker in positive und negative Fille bestimmt werden konnte, nicht jedoch bei der
Gruppierung nach Punkten (exakter Test nach Fisher mit p = 0.10, x2 = 7.5, Abb. 3.12, S. 25).

Andere Zusammenhinge lieBen sich hier nicht ermitteln.

3.2.2 Zytokeratin 19

Der epitheliale Marker CK19 wurde bei allen 91 kleinzelligen Bronchialkarzinomen eingesetzt.
84 (92 %) Tumoren reagierten mit Antikdrper gegen CK19 positiv und in sieben (8 %) Fillen
war die entsprechende Immunreaktion negativ. Die Anteile der Expressionsmuster verteilten
sich wie folgt: ,plaqueartig 52/91 (57 %), ,,zirkuldr* 5/91 (5 %) und ,,plaqueartig und
zirkuldr* 27/91 (30 %). Beispiele fiir das jeweilige Expressionsmuster finden sich in den Abb.
3.13a bis 3.13c, S. 26.
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Abb. 3.9: Uberpriifung auf einen Zusammenhang zwischen den Intensititen von Synapto-

physin und CD56
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Abb. 3.10: Uberpriifung auf einen Zusammenhang zwischen den Verteilungen von Synapto-

physin und CD56
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Abb. 3.11: Uberpriifung auf einen Zusammenhang zwischen Synaptophysin und CD56
gruppiert in positive/negative Fille
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Abb. 3.12: Uberpriifung auf einen Zusammenhang zwischen Synaptophysin und CD56 grup-
piert nach Punkten
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Abb. 3.13b: CK19, Expressionsmuster ,,zirkuldr, ENr. 4304-99 (SCLC), x200
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3.3 Uberlebensanalysen kleinzelliges Bronchialkarzinom

3.3.1 Univariate Analyse

Signifikante Uberlebenszeitunterschiede zwischen Patienten mit den Subtypen SCLC
und CSCLC wurden mit p = 0.40 nicht gefunden (Abb. 3.14). Auch die ausschlie3liche
Betrachtung der Patienten mit dem klinischen Tumorstadium IV, also der hinsichtlich des
Tumorstadiums groffiten homogenen Gruppe (37 Fille), konnte die Prognoserelevanz eines
Subtypen nicht bestédtigen (p =0.16). Darunter befanden sich 29 SCLC mit einer medianen
ULZ von 8.0 Monaten (KI 95 %: 7.2-8.9) und acht CSCLC mit einer medianen ULZ von 2.8
Monaten (KI 95 %: 0.0-5.8).
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Abb. 3.14: Kaplan-Meier Schitzung; Einfluss von SCLC und CSCLC auf die ULZ

Die Abhingigkeit der ULZ vom klinischen Tumorstadium wurde durch Bildung der
beiden Gruppen Limited-disease — entsprechend Tumorstadium I, II und II — und
Extensive-disease — entsprechend Tumorstadium IV — iiberpriift. Die Patienten im Stadium
Limited-disease mit einer medianen ULZ von 8.5 Monaten (KI 95 %: 3.4-13.7) wiesen im
Vergleich mit den Patienten im Stadium Extensive-disease keine signifikanten
Uberlebenszeitdifferenzen auf (p = 0.056, Abb. 3.15), wobei im Stadium Extensive-disease
eine mediane ULZ von 7.8 Monaten (KI 95 %: 5.9-9.7) erreicht wurde. Die Ein-Jahres-ULR
betrug im Stadium Limited-disease 33 %.

Die Zwei- und Fiinf-Jahres-ULR lagen jeweils bei 7 %. Fiir das Stadium Extensive-disease
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lagen die Werte fiir Ein-, Zwei- und Fiinf-J ahres-ULR bei 14, 3 und 0 %.
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Abb. 3.15: Kaplan-Meier Schitzung; Einfluss von LD und ED auf die ULZ

Die Untersuchung des Einflusses der einzelnen klinischen Tumorstadien auf die ULZ der
kleinzelligen Bronchialkarzinome erbrachte folgende Ergebnisse: Patienten im kTNM I wiesen
mit einer medianen ULZ von 32.7 Monaten (KI 95 %: 3.6-61.8) im Vergleich zu den Patienten
im KTNM III [mediane ULZ = 8.5 Monate (KI 95 %: 1.9-15.2)] und den Patienten im kTNM
IV [mediane ULZ = 7.8 Monate (KI 95 %: 5.9-9.7)] mit p = 0.04 bzw. p = 0.02 ein signifikant
lingeres Uberleben auf (Abb. 3.16, S. 29). Zwischen den klinischen Tumorstadien III und IV
lieBen sich keine signifikanten Uberlebenszeitdifferenzen nachweisen (p = 0.31).

Die in diesem Zusammenhang durchgefiihrte selektive Betrachtung der Tumorgrofe (T1-T4)
und deren Einfluss auf die ULZ erbrachte Folgendes:

Uberlebenszeitdifferenzen lieBen sich nur zwischen dem Stadium T1 (ein Patient) und dem

Stadium T4 (32 Patienten) mit p = 0.049 aufzeigen.
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Abb. 3.16: Kaplan-Meier Schitzung; Einfluss des klinischen Tumorstadiums auf die ULZ

In 13 (14 %) Tumoren waren alle drei neuroendokrinen Marker positiv. Hier ergab sich
eine mediane ULZ von 8.0 Monaten (KI 95 %: 0.6-15.4). Dagegen standen 17 (19 %) Fille mit
einer medianen ULZ von 5.4 Monaten (KI 95 %: 0.0-11.5) in denen diese Marker komplett
negativ ausfielen. Der Log-Rang Test mit p = 0.61 erbrachte diesbeziiglich keine signifikanten
Unterschiede. Der Vergleich der ULZ von 67 (74 %) kleinzelligen Karzinomen mit mind.
einem positiv bewerteten neuroendokrinen Marker und 17 (19 %) Fillen ohne einen solchen
blieb, bei unberiicksichtigten Therapieoptionen, mit p =0.52 ohne Signifikanz (Abb. 3.17,
S.30). Auch unter der Bedingung, dass alle Patienten mind. die First-line Chemotherapie
erhielten, zeigte dieser Sachverhalt mit p = 0.60 entsprechende nicht signifikante Ergebnisse
(Abb. 3.18, S. 30). Eine vom kTNM unabhingige Betrachtungsweise lieferte hier ebenfalls
keine signifikanten Uberlebenszeitdifferenzen. Ahnliche Resultate erreichte die Einteilung
nach Punkten mit den IRS Gruppen null bis ein Punkt, zwei bis sechs Punkte und

sieben bis zwolf Punkte.
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Abb. 3.17: Kaplan-Meier Schitzung; Einfluss der neuroendokrinen Differenzierung auf die
ULZ bei unberiicksichtigten Therapieoptionen
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Abb. 3.18: Kaplan-Meier Schitzung; Einfluss der neuroendokrinen Differenzierung auf die
ULZ unter First-line Chemotherapie
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Weiterhin wurden die einzelnen neuroendokrinen Marker und ihr jeweiliger Einfluss auf die
ULZ untersucht. Die selektive Betrachtung der ULZ von Patienten im kTNM IV ergab
folgende Ergebnisse:

Der Vergleich von CD56-positiven [mediane ULZ = 9.3 Monate (KI 95 %: 7.3-11.0)] und
CD56-negativen Karzinomen [mediane ULZ = 2.0 Monate (KI 95 %: 0.5-3.4)] erzielte mit
p =0.06 und einer HR = 0.5 (KI 95 %: 0.2-1.0) keinen signifikanten Uberlebensvorteil einer
Gruppe (Abb. 3.19). Bezogen auf Chromogranin ergab sich in dieser Situation fiir den
Vergleich von positiven [mediane ULZ = 7.7 (K1 95 %: 2.8-12.6)] und negativen [mediane
ULZ =9.1 (KI 95 %: 4.3-14.0)] Tumoren mit p = 0.10 und einer HR = 1.8 (KI 95 %: 0.9-3.6)
ebenfalls keine signifikante Uberlebenszeitdifferenz (Abb. 3.20, S. 32). Auch die Expression
von Synaptophysin erwies sich als nicht prognoserelevant. Die neuroendokrinen Marker
zeigten auch bei der Betrachtung der ULZ von Patienten im kTNM I bis III, bei
Vernachléssigung des Tumorstadiums, bei Beriicksichtigung der IRS Gruppen sowie der
Therapieoptionen und der Subtypen keinen signifikanten Uberlebensvorteil einer bestimmten
Gruppe.

Zytokeratin 19 erreichte sowohl bei der Einteilung in positive und negative Fille, als auch im

Zusammenhang mit den verschiedenen Expressionsmustern keine Prognoserelevanz.
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Abb. 3.19: Kaplan-Meier Schitzung; Einfluss von CD56 auf die ULZ, Patienten im kTNM IV
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Abb. 3.20: Kaplan-Meier Schitzung; Einfluss von Chromogranin auf die ULZ, Patienten im
kTNM 1V

Im Hinblick auf die operative Therapie des kleinzelligen Bronchialkarzinoms hatten die
tumorresezierten Patienten im k/pTNM I bis III mit einer medianen ULZ von 37.1 Monaten
(KT 95 %: 0.0-88.7), im Vergleich zu den nicht-tumorresezierten Féllen im k/p TNM I bis III
mit einer medianen ULZ von 9.7 Monate (KI 95 %: 3.3-16.1), einen signifikanten
Uberlebensvorteil [p=0.02, HR =4.2 (KI 95 %: 1.2-14.5), Abb. 3.21, S. 33].

Die Untersuchung der Patienten im k/pTNM IV lieferte mit p = 0.82 keinen signifikanten
Uberlebensvorteil im Falle einer Tumorresektion. Der First- und Second-line Chemotherapie
sowie der Bestrahlung konnte keine Prognoserelevanz zugesprochen werden.

Der Chi?-Test zeigte aber einen signifikanten Zusammenhang (p = 0.01, ¥2 = 10.1) zwischen
den durchgefiihrten primidren chemotherapeutischen und den strahlentherapeutischen
MaBnahmen, da Patienten, die eine First-line Chemotherapie bekamen, in der Regel auch

bestrahlt wurden.

Merkmale wie Geschlecht, Alter, Nekrosen und neuroendokrine Wachstumsmuster erwiesen

sich in keiner Hinsicht als prognoserelevant.
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Abb. 3.21: Kaplan-Meier Schitzung; Einfluss der operativen Therapie auf die ULZ, Patienten
im k/pTNM I bis III
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3.3.2 Multivariate Analyse

Die multivariate Analyse mithilfe der Cox-Regression wies unter den in Schritt eins

I
100 120

Turmorresektion

ia

— N&in

~+  ja-zensiert

einbezogen Variablen, im letzten Schritt der Berechnung, nur das klinische/pathologische

Tumorstadium mit p = 0.01 als signifikanten Prognosefaktor aus (Tab. 3.5). In einer separaten

Analyse (nur Patienten im k/pTNM I bis III) lies sich der signifikante Einfluss der operativen

Therapie auf die ULZ mit p = 0.03 bestiitigen (ohne Tab.).

Tab. 3.5: Multivariate Cox-Regression (65 Fille)

Variallen in der Gleichung

95 % Konfidenzintery.
flr HR:
Wuiald of Signifikanz HR Untere Ohbere

Schritt 1 ki TRIM 1Y EEZ0 1 010 1,332 1,071 1,657
Subtypen a9 1 S24 1,034 S15 2065
Geschlecht lny| 1 S7E 1,011 490 2,086
Synaptophysin 231 1 x| a0 A3 1,631

Chromaogr anin 52 1 803 g25 a17 1,665

CDEE 1,461 1 227 1,479 Fad 2,789

First-line Chematherapie 230 1 G531 1,246 05 3,056
Second-line Chemotherapie 3687 1 55 o224 276 1,013
Tumorresektion 1,544 1 214 56T 233 1,386
Bestrahlung 199 1 752 1,058 747 1,495

Schritt 9 ki ThiM 1B . : o076 1 003- 1,306 1,098 1,554
Second-line Chemother apie 2 863 1 55 E17 a3 1,069
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3.4 Langzeitiiberleben und Diagnostische Sicherheitsgruppen

Im Kollektiv der Langzeitiiberlebenden (fiinf Patienten mit kleinzelligen Bronchialkarzinom)
wurde bei 80 % der Patienten die Diagnose in einem relativ frithen Tumorstadium (k/pTNM I
bis IlIa) gestellt. Bei vier von fiinf der Tumoren war mind. ein neuroendokriner Marker positiv.
Der Anteil neuroendokrin-positiver Tumoren bei Patienten mit einer ULZ < 24 Monate war
dhnlich. Ein Patient war zum Zensuszeitpunkt (31.08.2005) noch am Leben. Die mediane ULZ
lag bei 74.0 (KI 95 %: 0.0-153.3) Monaten. Drei Patienten erhielten als primére operative
Therapie eine Tumorresektion (Tab. 3.6). Histopathologische Auffilligkeiten wurden im

Vergleich zum iibrigen kleinzelligen Tumorkollektiv nicht festgestellt.

Die Zuordnung zu den diagnostischen Sicherheitsgruppen erbrachte nachfolgende Ergebnisse:
Der Gruppe ,,sicher SCLC/CSCLC* konnten 67 (68 %) der Tumoren zugeordnet werden. In
der Gruppe ,,wahrscheinlich SCLC/CSCLC* mit einer subjektiven Sicherheit im Bereich von
80-89 % lagen 19 (19 %) der Tumoren. Der Bereich 70-79 % beinhaltete drei (3 %) Tumoren
und in den Bereich 50-69 % wurden zwei (2 %) Fille eingeordnet. Mit einer subjektiven
Sicherheit von < 50 % — aufgrund nicht ausreichend beurteilbaren Tumormaterials — mussten
vier (4 %) Tumoren in die ,,unklare Gruppe* eingeordnet werden. Drei (3 %) Fille des 98
Tumoren umfassenden Ausgangskollektivs wurden in die Gruppe ,.kein SCLC/CSCLC, andere
Diagnose® eingestuft. Die Auswertung konnte weder eine Prognose- noch eine

Therapierelevanz der einzelnen Gruppen aufzeigen.

Tab. 3.6: Ubersicht der Langzeitiiberlebenden mit kleinzelligen Bronchialkarzinom

Subtyp CSCLC SCLC CSCLC SCLC CSCLC
Geschlecht m w m m m
Alter (Jahre) 58 69 66 87 71
ULZ (Monate) 74 28 37 102 74
Status am Leben verstorben verstorben verstorben verstorben
TNM PTNM llla KTNM IV PTNM Ib KTNM la kKTNM Ib
NE-Marker positiv negativ positiv positiv positiv

Tumorresektion
mit adjuv. Tumorresektion
Chemotherapie

Tumorresektion
Primértherapie mit adjuv.
Chemotherapie

First-line
Chemotherapie

First-line
Chemotherapie

Second-line Second-line
Folgetherapie |Strahlentherapie Chemotherapie; Chemotherapie; keine Strahlentherapie
Strahlentherapie Strahlentherapie
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3.5 Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom

Der Vergleich der medianen ULZ zwischen den Patienten mit kleinzelligen Bronchialkarzinom
[mediane ULZ = 8.0 Monate (KI 95 %: 6.0-10.1)] und denen mit nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom [mediane ULZ = 18.6 Monate (KI 95 %: 4.2-33.0)] zeigte mit p = 0.01 und
einer HR = 3.3 (KI 95 %: 2.1-5.2) einen signifikanten Uberlebensvorteil fiir die Patienten mit
nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom (Abb. 3.22). Bei drei von 40 NSCLC — darunter ein
Adenokarzinom, ein LCNEC und ein adenosquamdses Karzinom - war mind. ein

neuroendokriner Marker positiv. Dies entsprach einem Anteil von 8 %. Der Nachweis

neuroendokriner Marker hatte keinen Einfluss auf die ULZ beim NSCLC.
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Abb. 3.22: Kaplan-Meier Schitzung; Vergleich der ULZ zwischen Patienten mit kleinzelligen
und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom
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4 Diskussion

Zielstellung dieser Arbeit war es, Sensitivitit und Spezifitit der neuroendokrinen
Marker Synaptophysin, Chromogranin und CD56 beim kleinzelligen Bronchialkarzinom
sowie deren Expression beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom zu untersuchen und
herauszufinden, ob der Nachweis neuroendokriner Differenzierungsmarker - allein oder in
Kombination - beim kleinzelligen und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom prognostische
Relevanz hat.

Obwohl fiir die histopathologische Diagnostik des kleinzelligen Bronchialkarzinoms der
Nachweis einer NE-Differenzierung nicht erforderlich ist, so kann er doch die diagnostische
Sicherheit erhohen. Besonders die Abgrenzung gegeniiber Lymphomen und wenig
differenzierten NSCLC, z. B. basaloiden Karzinomen, kann vereinfacht werden. Erforderlich
sind diesbeziiglich aber neuroendokrine Marker mit moglichst hohen Sensitivititen und
Spezifititen. Die Differenzierung zwischen kleinzelligen und nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen ist weiterhin therapieentscheidend. Inwieweit dem Nachweis einer NE-
Differenzierung eine unmittelbare Prognoserelevanz zukommt, wird immer noch kontrovers
diskutiert.

Zur Untersuchung der Markereigenschaften und der Prognoserelevanz der NE-
Differenzierung wurden zwei Patientenkollektive erstellt.

Das Kollektiv der Patienten mit kleinzelligen Bronchialkarzinom zeigte einen mit anderen
Studien vergleichbaren Aufbau. Dies galt besonders fiir die Altersstruktur (Median 65.7
Jahre) und fiir die Verteilung der einzelnen klinischen Tumorstadien. Hier lag der
Schwerpunkt deutlich auf dem fortgeschrittenen kKTNM IV. Auch die Jahres-Uberlebensraten
waren mit entsprechenden Literaturangaben vergleichbar [20, 61, 62, 79]. Die HALLUCA-
Studie zeigte eine Ein-Jahres-Uberlebensrate von 31 % und eine Zwei-Jahres-Uberlebensrate
von 10 % [60]. Die Ein- und Zwei-Jahres-Uberlebensraten der eigenen Arbeit erreichten im
Vergleich dazu 24 bzw. 6 %.

Die Definition der NE-Differenzierung von Tumoren ist weiterhin problematisch. Da
es hierfiir bis heute keinen einheitlichen ,,Goldstandard* gibt, ist der Vergleich von Studien
untereinander sehr schwierig [12, 41]. In der vorliegenden Arbeit wurde festgelegt, als
obligaten Markerpool die von der WHO empfohlenen neuroendokrinen Marker
Synaptophysin, Chromogranin und CD56 zu verwenden [87]. Die Auswertung wurde auf der
Basis eines abgewandelten IRS durchgefiihrt. Der IRS, der urspriinglich zur
immunhistochemischen Beurteilung der Ostrogen- und Progesteronrezeptoreigenschaften

beim Mammakarzinom entwickelt wurde, bot dabei die Moglichkeit, Verteilung und

36



Intensitidt der Farbereaktion explizit zu beriicksichtigen [69]. Andere Autoren verwendeten
hiufig dhnliche Schemata, welche die Anzahl der positiven Zellen (Verteilung) und die
Intensitit der Fiarbereaktion mitbewerteten [27, 41, 61, 79]. Aber auch hier fehlen weiterhin
standardisierte Vorgaben.

Dariiber hinaus stellt sich die Frage, welche neuroendokrinen Marker denn iiberhaupt
Verwendung finden sollten. Die in der Vergangenheit haufig verwendeten Antikorper gegen
Neuronen-Spezifische-Enolase (NSE) haben sich als zu unspezifisch erwiesen mit der Folge,
dass viele Tumoren félschlich als neuroendokrin gewertet wurden [21, 53, 74]. Im Gegensatz
dazu stand z. B. der Marker CD57, welcher zwar sehr spezifisch NE-Differenzierungen
dokumentiert, aber nur eine geringe Sensitivitit zeigte [61].

Des Weiteren bestehen kontroverse Ansichten iiber die notwendige Anzahl positiv
reagierender neuroendokriner Marker, um einen Tumor auch als neuroendokrin-positiv
bewerten zu konnen. Hiaufig wurde bereits bei einem positiven neuroendokrinen Marker auch
das entsprechende kleinzellige bzw. nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom als neuroendokrin
klassifiziert [35, 41, 58, 89, 93].

Nicht zuletzt beeinflussten auch die Vielzahl verwendbarer Antikérper und das
Tumormaterial (Paraffin- oder Gefrierschnitte, Biopsie oder Resektat) durch ihr
unterschiedliches immunhistochemisches Reaktionsverhalten den Nachweis einer NE-
Differenzierung.

Die Reklassifizierung des Kollektivs der kleinzelligen Bronchialkarzinome erbrachte,
besonders mit Blick auf die Ubereinstimmung zwischen Ausgangs- und
Reklassifizierungsdiagnose, von den Literaturangaben z. T. erheblich abweichende
Ergebnisse. Die Ubereinstimmung (Interobserver-agreement) zwischen den Ausgangs- und
Reklassifizierungsdiagnosen lag mit 89 % bei den SCLC und mit 75 % bei den CSCLC im
Vergleich zu anderen Publikationen sehr hoch. Oftmals wurden diesbeziiglich nur Werte
zwischen 30 und 50 % fiir den jeweiligen Subtyp erreicht [37, 70]. Dies konnte folgende
Griinde haben: In der vorliegenden Arbeit wurde auf eine Verblindung verzichtet, d. h. die
Untersucher haben die Reklassifizierung im Bewusstsein der Ausgangsdiagnose
vorgenommen. Weiterhin war das Tumormaterial, an dem die Ausgangsdiagnose gestellt
wurde, z. T. nicht identisch mit dem zur Reklassifzierung verwendeten Material. Oftmals
musste aufgrund des schlechten Erhaltungszustandes des Ausgangsmaterials Tumorgewebe
des Patienten, welches an einem anderen Tag entnommen wurde, zur Diagnosefindung

herangezogen werden. Bei der starken Heterogenitit des Lungentumorgewebes konnte dies

37



zusitzlich diagnoseentscheidend sein [38, 80]. Auch die Aktualisierung der WHO-
Diagnosekriterien mit Reduktion von zwei auf drei Subtypen nahm Einfluss.

Neuroendokrine Wachstumsmuster waren iiberwiegend in gut erhaltenen Resektaten zu
finden. Auch in anderen Publikationen stellte die organoid oder in Nestern wachsende Form
gefolgt von palisadenformigem Wachstum das hdufigste Wachstumsmuster dar [61].

Bedingt durch den hohen Anteil an Biopsien (90 %) konnten in 88 % der kleinzelligen
Tumoren Quetschartefakte von jeweils unterschiedlichem Ausprigungsgrad nachgewiesen
werden.

Dies entsprach den Ergebnissen vergleichbarer Arbeiten. Diese erzielten Werte zwischen 85
und 96 % [21, 52, 79]. Dagegen wies eine Studie mit hohem Resektatanteil in 69 % der Fille
iiberhaupt keine Quetschartefakte auf [61]. Ahnlich gestaltete sich der Befund bei den
Nekrosearealen. Grundsitzlich sind ausgeprigte Nekroseherde — unabhingig davon, ob
Biopsie oder Resektat — typisch fiir das kleinzellige Bronchialkarzinom. Insgesamt waren nur
in 19 % der Tumore keine Nekroseareale erkennbar. In anderen Arbeiten lag dieser Anteil bei
10 % [61] oder 0 % [79].

Der immunhistochemische Nachweis der NE-Differenzierung erfolgte mit den drei
neuroendokrinen Markern Chromogranin, Synaptophysin und CD56. Wihrend sich
Chromogranin und Synaptophysin in den letzten Jahren als Standardmarker etabliert haben
und als sehr spezifisch fiir den Nachweis einer NE-Differenzierung verschiedenster
Tumorgewebe gelten, lieferte CD56 widerspriichliche Ergebnisse. Vor allem mit Blick auf
den in einigen Studien aufgezeigten hohen Anteil CDS56-positiver NSCLC, muss die
Diskriminierungsfahigkeit des Markers zwischen SCLC und NSCLC kritisch betrachtet
werden [9, 39, 41, 45].

Die Sensitivitdt von Chromogranin schwankt in Publikationen mit 11 bis 90 % sehr stark [9,
51, 55, 61]. Mit einer Sensitivitidt von 45 % lagen die eigenen Resultate hierbei im mittleren
Bereich. Ahnlich verhilt sich die Sensitivitit bei Synaptophysin. Auch hier schwanken die
Literaturangaben fiir die Sensitivitidt zwischen 41 und 100 % erheblich [9, 55, 61, 79]. Die
eigenen Untersuchungsergebnisse lagen mit einer Sensitivitdt von 37 % leicht unter diesen
Werten. Vergleichbar sind die eigenen Resultate fiir die Sensitivitdten von Chromogranin und
Synaptophysin mit der Studie von Nicholson [61]. Bei einem d&hnlich strukturierten
Tumorkollektiv wurde die Sensitivitit fiir Chromogranin mit 58 % und fiir Synaptophysin mit
57 % angegeben. CD56 erreichte mit 88 bis 100 % mehrheitlich sehr hohe Sensitivitdtswerte
[46, 48, 49, 51, 58, 76, 96,]. Mit einer Sensitivitit von 66 % lag das eigene Ergebnis deutlich

unter bereits veroffentlichten Werten.
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Die Spezifititen fiir Synaptophysin und Chromogranin zeigten in der Mehrzahl der
publizierten Studien mit 95 bis 100 % sehr hohe Werte [9, 39, 46, 51]. Auch die eigenen
Ergebnisse konnten dies mit anndhernd identischen Zahlen bestitigen (95 bzw. 98 %).
Synaptophysin erreichte Sensitivitdtswerte von 93 % und Chromogranin von 100 % [41].

Die Spezifitdat von CD56 erreichte 100 % [51]. In der Studie von Ionescu [41] erzielte CD56
eine Spezifitdt von 91 %; dabei lag der Gesamtanteil neuroendokriner NSCLC bei insgesamt
14 %.

In der Arbeit von Howe [39] wurden 439 NSCLC mit neuroendokrinen Markern untersucht.
Bei insgesamt 36 % der NSCLC konnte mithilfe von Chromogranin, Synaptophysin und
CD56 eine NE-Differenzierung nachgewiesen werden. Allein CD56 war in 28 % der Fille
positiv. In einer weiteren Studie wurde von 20 % CD56-positiver NSCLC berichtet [45]. Im
Ganzen muss mit 10-30 % fokal neuroendokriner NSCLC gerechnet werden [14, 27, 35, 36,
39, 45, 71, 75, 94]. Unberiicksichtig blieben hier Arbeiten, die NSE als Marker verwendeten.
Bei der eigenen Untersuchung offenbarte CD56 mit 95 % eine vergleichsweise hohe
Spezifitat, wobei insgesamt 8 % (3/40) der NSCLC eine fokale neuroendokrine
Differenzierung aufwiesen.

Unter Beriicksichtigung von Sensitivitit und Spezifitit war CD56 effektivster Marker
(AUC = 0.80). Zusammen mit Chromogranin konnte die Sensitivitdt auf 80 % gesteigert
werden.

Eine differenziertere Betrachtung offenbarte signifikante Zusammenhédnge von sowohl
Verteilung als auch Intensitdt der Expression von CD56 und Synaptophysin. Tumoren mit
Synaptophysin-Expression wiesen signifikant hdufig eine CD56-Koexpression auf. Damit ist
festzustellen, dass Synaptophysin hinsichtlich der Sensitivitit keinen zusétzlichen
diagnostischen Nutzen erbrachte.

Dariiber hinaus fiel auf, dass das immunhistochemische Verhalten von CD56 im Vergleich zu
Chromogranin und Synaptophysin insgesamt deutlich ausgeprigtere Reaktionen fiir
Verteilung und Intensitédt zeigte. Eine positive Reaktion von CD56 war oftmals mit einer
starken Intensitdt und einem hohen Anteil positiv gefarbter Zellen verbunden. Der Vergleich
der medianen IRS-Werte mit vier bzw. sechs Punkten fiir Synaptophysin bzw. Chromogranin
und neun Punkten fiir CD56 verdeutlichte dies. Wie in anderen Forschungsarbeiten bereits
festgestellt, zeigte sich dieses Reaktionsverhalten auch in Tumorpriparaten mit starken
Quetschartefakten [46, 49]. Chromogranin offenbarte dabei eine zwar fokal oft begrenzte,
aber hinsichtlich der Intensitit ebenfalls starke Reaktion. Fiir Synaptophysin ergab sich hier

eine fokal begrenzte Reaktion mit geringer bis méBiggradiger Intensitit. Mit Blick auf CD56
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und Chromogranin sind diese Resultate mit fritheren Studien, die ebenfalls in Paraffin
eingebettetes Tumormaterial verwandten, vergleichbar [46, 48, 51, 55, 61]. Fir
Synaptophysin lag der Anteil positiver Zellen in Literaturangaben oft hoher und wurde meist
als diffus beschrieben, was bei den eigenen Untersuchungen nicht gefunden werden konnte
[55, 61].

Der Vergleich von SCLC und CSCLC vor allem mit Blick auf die Anzahl exprimierter
neuroendokriner Marker zeigte keine Unterschiede. Die mittlere Anzahl exprimierter
neuroendokriner Marker lag mit 1.95 bei den CSCLC leicht iiber der mittleren Anzahl
exprimierter neuroendokriner Marker bei den SCLC (1.75).

Auch ein Zusammenhang zwischen der NE-Differenzierung und dem klinischen
Tumorstadium der SCLC (Tab. 3.3, S. 18) konnte mit dem vorliegenden Datenmaterial nicht
aufgezeigt werden. In den Untersuchungen von Howe [39] und Ionescu [41] wurde dieser
Sachverhalt an NSCLC-Kollektiven {iiberpriift, wobei sich auch keine signifikanten
Zusammenhinge offenbarten.

Der Einsatz des epithelialen Markers CK19 kann die Abgrenzung zu anderen Tumoren
wie z. B. Lymphomen unterstiitzen. Der verwendete Antikorper gegen CK19 war in 92 % der
kleinzelligen Bronchialkarzinome positiv. Andere Arbeiten gaben hier Werte von 70 [16]
bzw. 80 % an [61]. Das Expressionsmuster von CK19 wurde nochmals differenziert nach den
Gruppen ,,plaqueartig®, ,.zirkuldr“ und ,plaqueartig und zirkuldr”. In Tumorzellen von
Resektaten waren vor allem die Zellgrenzen und das Zytoplasma oft besser erhalten.
Besonders an diesen Tumorzellen lieB sich vermehrt ein zirkuldres Expressionsmuster
feststellen. Dagegen herrschte in Biopsien eher das plaqueartige CK19-Expressionsmuster
vor. Hier wirkten die Tumorzellen auch hiufig kleiner und die Zellgrenzen schlechter
erhalten, z. T. in Folge von Quetschartefakten. Auch in den Studien von Nicholson [61] und
Vollmer [91] wurden entsprechende Eindriicke geschildert. Da Biopsie und Resektat ein und
desselben Tumors nicht vergleichend untersucht wurden, waren Aussagen diesbeziiglich aber
nur sehr eingeschrinkt moglich und bezogen sich allein auf den subjektiven Vergleich
verschiedener Tumoren.

In der Untersuchung von Brambilla [10] wurde beschrieben, dass auch die Chemotherapie
durchaus Einfluss auf die qualitative und quantitative Zytokeratinexpression in Verbindung
mit der Zellgrole nehmen kann. Es kam posttherapeutisch zu einer signifikanten Zunahme der
mittleren ZellgroBle bei den kleinzelligen Bronchialkarzinomen. Dabei zeigte sich, dass das
,plaqueartige* Expressionsmuster vor allem vor der Therapie zu finden war (13/17 Fille),

wohingegen eine ,zirkuldre® Expression posttherapeutisch in Clustern von grofen Zellen
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dominierte (10/17 Fille). Insgesamt stieg die Anzahl Zytokeratin-positiver Fille bei
chemotherapierten Patienten im Vergleich zu nicht-chemotherapierten Patienten an.

Die Suche nach prognoserelevanten Faktoren fiir das kleinzellige Bronchialkarzinom
gestaltet sich weiterhin als schwierig. Die Uberpriifung der histologischen Subtypen erbrachte
hier mit p = 0.40 keine Prognoserelevanz. Auch eine Bereinigung hinsichtlich des klinischen
Tumorstadiums konnte dieses Ergebnis nicht entscheidend beeinflussen. In der Literatur
fanden sich ebenfalls keine signifikanten Uberlebenszeitunterschiede zwischen den
histologischen Subtypen [61, 66, 72, 79]. Der Vergleich der Studien gestaltet sich schwierig,
da, bedingt durch die im Laufe der Jahre stattgehabte Anderung der WHO-Klassifikation, sich
sowohl die Anzahl der Subtypen als auch die Klassifikationskriterien geéndert haben. Davis
[20] verwendete das Klassifikationsschema von 1981. Dabei konnte ein signifikanter
Uberlebensvorteil des ,reinen SCLC gegeniiber dem ,intermediiren Typ festgestellt
werden. Auch Fraire [26] fand eine prognoserelevante Bedeutung der Subtypen. Insgesamt
stellen sich die Ergebnisse zur Rolle der Subtypen und ihrem Einfluss auf die Uberlebenszeit
als uneinheitlich dar, wobei neuere Arbeiten den Subtypen keine Prognoserelevanz mehr
zuschreiben [61, 72].

Fiir das klinische Tumorstadium ergab sich eine andere Situation. Eine Vielzahl von Arbeiten
konnte dessen Prognoserelevanz bei allen Lungentumortypen bereits bestitigen [13, 15, 20,
22, 47, 61, 62, 66, 67, 72, 79, 85, 86]. Beim kleinzelligen Bronchialkarzinom wurde das
klinische Tumorstadium in Limited-disease — entsprechend KTNM I-III — und Extensive-
disease — entsprechend KTNM IV — gruppiert. Zwischen beiden Gruppen konnten signifikante
Uberlebenszeitdifferenzen nachgewiesen werden [24, 68]. In den Studien von Lantuejul [51]
und Nicholson [61] wurde Limited-disease — abweichend von den Empfehlungen der WHO —
aus den kTNM-Stadien I und II zusammengesetzt, wihrend Extensive-disease die KTNM III
und IV zugeordnet wurden [63]. Auch hier ergaben sich mit p = 0.01 signifikant differierende
Uberlebenszeiten [61].

Die eigenen Resultate zeigten zwischen beiden Gruppen mit p = 0.056 keine signifikanten
Uberlebenszeitdifferenzen. Trotzdem lagen die Jahres-Uberlebensraten der Patienten mit
Extensive-disease deutlich unter denen mit Limited-disease. Inzwischen wurde das Konzept
von Limited- und Extensive-disease zugunsten der Darstellung der kTNM I-1V verlassen [5,
29].

Hierbei lieBen sich in der eigenen univariaten Analyse signifikante Uberlebenszeitdifferenzen
zwischen KTNM I und III bzw. IV mit p = 0.04 bzw. p = 0.02 nachweisen (Abb. 3.16, S. 29).
Zwischen KTNM III und IV lieBen sich keine signifikanten Unterschiede aufzeigen (p = 0.31).
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In der multivariaten Analyse konnte die Prognoserelevanz des Tumorstadiums bestitigt
werden.

Der Einfluss der NE-Differenzierung auf die Uberlebenszeit lieferte in den vergangenen
Jahren sowohl bei kleinzelligen als auch bei nicht-kleinzelligen Karzinomen widerspriichliche
Ergebnisse. Der Schwerpunkt der Untersuchungen lag diesbeziiglich beim nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom. In diesem Zusammenhang stand oftmals die theoretische Annahme, dass
neuroendokrin-differenzierte Tumore mit einer schlechteren Prognose und einer hoheren
Chemosensitivitit assoziiert sind [14]. In der Studie von Kibbelaar [48] zeigten Patienten mit
CD56-positiven NSCLC signifikant schlechtere Uberlebenszeiten als Patienten mit CD56-
negativen NSCLC. Auch in anderen Untersuchungen ging der Nachweis einer NE-
Differenzierung mit einer schlechteren Prognose einher [36, 94]. Harado [35] und Schleusener
[75] sahen ebenfalls eine signifikante Rolle der NE-Differenzierung mit Blick auf die
Uberlebenszeiten beim NSCLC. Sie lieferten jedoch entgegengesetzte Aussagen: Unter
Verwendung von Antikérpern gegen Chromogranin, Synaptophysin und CDS57 bzw. CD56
erreichten Patienten mit neuroendokrinen Tumoren signifikant bessere Uberlebenszeiten als
Patienten mit Tumoren ohne diesen Nachweis.

Demgegeniiber stehen Publikationen, die eine Prognoserelevanz der NE-Differenzierung beim
NSCLC nicht bestitigen konnten [39, 41, 50, 83,]. Weiterhin wurde in einer Studie von Gajra
[27] kein Zusammenhang zwischen der NE-Differenzierung und dem chemotherapeutischen
Therapieerfolg gefunden.

Bei den kleinzelligen Bronchialkarzinomen wurde gezeigt, dass Patienten mit einem hohen
Serumlevel von CD56 (iiber 20 U/ml) bzw. NSE (iiber 25 ng/ml) signifikant schlechtere
Uberlebenszeiten aufwiesen als Patienten, deren Werte unterhalb dieser Grenzen lagen [42].
In der Arbeit von Pujol [67] erwies sich in uni- sowie multivariater Analyse ein
Chromogranin Serumlevel von iiber 65 ng/ml als negativer prognostischer Faktor bei
Patienten mit kleinzelligen Bronchialkarzinom. Vergleichbare Resultate wurden publiziert
[22]. Eine Studie zu kleinzelligen neuroendokrinen Zervixkarzinomen konnte dem
neuroendokrinen Markerstatus keine Einflussnahme auf die Uberlebenszeit zusprechen [89].
Auch bei Nierenzellkarzinomen hatten Patienten mit CD56-Expression signifikant schlechtere
Uberlebensraten als Patienten ohne entsprechende Expression [19].

Die aufgefiihrten Forschungsergebnisse untereinander zu vergleichen ist nur bedingt moglich.
Trotzdem offenbaren sie die widerspriichliche Datenlage in Bezug auf die NE-
Differenzierung bei kleinzelligen und nicht-kleinzelligen Karzinomen. Die eigenen

Untersuchungen konnten eine Prognoserelevanz der unterschiedlichen Expression NE-Marker
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beim kleinzelligen Bronchialkarzinom nicht bestidtigen. Auch die Beriicksichtigung
verschiedener Therapieoptionen sowie eine KTNM-unabhingige Betrachtungsweise lieferten
diesbeziiglich keinen Anhalt.

In der Untersuchung von Pujol [67] konnte an kleinzelligen Bronchialkarzinomen gezeigt
werden, dass Patienten mit einem erhohten Zytokeratin 19 Serumspiegel (> 3.6 ng/ml)
signifikant kiirzere ULZ aufwiesen als Patienten, deren Serumlevel unter diesem Wert lag.
Der eigene immunhistochemische Nachweis von Zytokeratin 19 lieferte keine
prognoserelevanten Resultate.

Die aufgezeigten signifikanten Uberlebenszeitdifferenzen zwischen Patienten mit
kleinzelligen und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom sind auch in der Literatur seit Jahren
bekannt [31, 60].

Fiir den Kliniker ist es aufgrund der unterschiedlichen Therapieoptionen immer noch
entscheidend, die Bronchialkarzinome in kleinzellig oder nicht-kleinzellig einzuteilen [29].
Wegen der hohen Sensibilitit gegeniiber Chemotherapie stellen diese weiterhin die fithrende
Behandlungsmodalitiat fiir das kleinzellige Bronchialkarzinom dar. Trotz stdndiger
Verbesserung der Chemotherapie-Protokolle sind die Uberlebensraten allerdings weiterhin
unbefriedigend. In Abhéngigkeit der Ausbreitung des Tumors kann diese Therapieform durch
eine Radiotherapie und/oder chirurgische Therapie ergidnzt werden. Dadurch wird vor allem
dem Aspekt der lokalen wie der systemischen Kontrolle des Tumors Rechnung getragen [5,
29, 40].

AuBerhalb von Studien sind als Standardtherapie — bis zum Erreichen einer vollstindigen
Remission — vier bis sechs Zyklen eines Polychemotherapieregimes, z. B. Cisplatin/Etoposid,
anzusehen. Den hohen priméren Remissionsraten von 50-95 % steht jedoch die hohe
Rezidivrate gegeniiber [29, 34, 68].

Die eigenen statistischen Untersuchungen lieferten keine Anhaltspunkte fiir einen
signifikanten Einfluss der First- und Second-line Chemotherapie sowie der Radiotherapie auf
die Uberlebenszeit beim kleinzelligen Bronchialkarzinom. Viele Studien offenbarten eine
bedeutende Rolle der genannten Therapieformen bei der Verbesserung der Uberlebenszeit [4,
68, 81]. Die iiberraschenden Ergebnisse der eigenen Arbeit konnten im Zusammenhang mit
der retrospektiven Betrachtungsweise stehen.

Die operative Therapie des kleinzelligen Bronchialkarzinoms spielt insgesamt nur eine
untergeordnete Rolle. Sie ist bei Patienten in frithen Tumorstadien neben der Chemotherapie
aber sinnvoll [5, 29, 64]. Die eigenen Analysen konnten zeigen, dass die operative Therapie

bei Patienten in friilhen Tumorstadien, d. h. k/pTNM I-III, signifikante Uberlebensvorteile
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erbringt (univariat p = 0.02, HR = 4.2, multivariat p = 0.03). Eine entsprechende Resektion
bei Patienten im k/pTNM IV zeigte dagegen keine signifikante Verbesserung der
Uberlebenszeit. Diese Resultate miissen aber aufgrund der retrospektiven Betrachtungsweise
und der sehr geringen Fallzahl mit Vorsicht interpretiert werden. Die Rolle der operativen
Therapie v. a. nach neoadjuvanter Radio-/Chemotherapie ist noch nicht abschlieBend geklért.
Hier stehen noch neue prospektive randomisierte Studien aus [5, 84].

Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass sich die Therapieverfahren und die
Prognose beim kleinzelligen Bronchialkarzinom in den letzten 25 Jahren nicht signifikant
verbessert haben [33]. Der Entwicklung neuer Therapieverfahren kommt eine hoffnungsvolle
Rolle zu. Neue Moglichkeiten bietet die Entwicklung von BB10901, einem humanen
monoklonalen Antikorper gegen CD56. Dieser induziert iiber eine Polymerisationshemmung
den Zelltod [23, 56, 73]. Um den in klinischen Studien der Phase I und II aufgezeigten
positiven therapeutischen Effekt dieses Antikorpers zu bestitigen, stehen aber noch weitere
klinische Studien aus [7, 33].

Fiir das Langzeitiiberleben beim kleinzelligen Bronchialkarzinom existiert keine
einheitliche Definition. Oftmals wird eine Uberlebenszeit von mind. zwei Jahren als
Langzeitiiberleben gewertet [62, 79, 82]. Beim untersuchten Tumorkollektiv erfiillten 5 %
(5/91) der Patienten diese Bedingung. In anderen Studien wurde eine Uberlebenszeit von
mind. drei Jahren als Definition fiir Langzeitiiberleben empfohlen [62, 82]. Demnach lag der
Anteil der Langzeitiiberlebenden im eigenen kleinzelligen Tumorkollektiv mit 4 % nur
unwesentlich niedriger. Histopathologische Auffilligkeiten wurden bei den LZU nicht
gefunden. Das von Sloman [79] beschriebene exklusive Vorkommen von Pseudorosetten bei
Langzeitiiberlebenden, deren Vorkommen aber mit keiner statistisch signifikanten
Uberlebenszeitverlingerung assoziiert war, konnte nicht bestitigt werden. Auffillig war, dass
sich ein Grofteil der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose in einem relativ frithen
Tumorstadium befand. Auch von Peasmans [62] wurde Langzeitiiberleben mit einem frithen
Tumorstadium in Verbindung gebracht. Weiterhin wurden {iber die Hilfte der
Langzeitiiberlebenden primir einer operativen Therapie unterzogen. Beide Beobachtungen
weisen auf die prognoserelevante Rolle von Tumorstadium und operativer Therapie hin.

Um die diagnostische Sicherheit insbesondere am Biopsiematerial prozentual
einzuschitzen, wurden diagnostische Sicherheitsgruppen gebildet. Ein standardisiertes
Auswertungsschema war hilfreich bei der systematischen Reklassifizierung des
Ausgangskollektivs und bei der differentialdiagnostischen Abgrenzung von z. B. Lymphomen

und basaloiden Karzinomen. Unter Beriicksichtigung histomorphologischer Kriterien nach der
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WHO und dem immunhistochemischen Expressionsmuster konnte damit ein Uberblick iiber
die subjektive Sicherheit der Untersucher bei der Diagnosefindung gewonnen werden. Es
konnten rund 87 % (85/98) der Tumoren mit einer hohen subjektiven Sicherheit (80-100 %)
als kleinzellige Bronchialkarzinome reklassifiziert werden.

Abschlielend bleibt festzuhalten: Im Vergleich zur Literatur fand sich bei CD56 eine
relativ niedrige Sensitivitit (66 %). Unter Beriicksichtigung von Sensitivitidt und Spezifitit
war CD56 effektivster Marker (AUC = 0.80). Weiterhin ist hervorzuheben, dass
Synaptophysin in der Kombination mit CD56 und Chromogranin keinen zuséitzlichen
diagnostischen Nutzen beim kleinzelligen Bronchialkarzinom erbrachte.

Der Rolle der neuroendokrinen Differenzierung konnte beim kleinzelligen und nicht-

kleinzelligen Bronchialkarzinom keine Prognoserelevanz zugesprochen werden.
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5 Zusammenfassung

15 bis 25 % aller bosartigen Lungentumore sind kleinzellige Bronchialkarzinome. Fiir die
onkologische Therapie ist die Unterscheidung zwischen kleinzelligen und nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen  ausschlaggebend. @ Die  morphologische  Variabilitit  der
Bronchialkarzinome kann insbesondere im Biopsiematerial die Diagnose erschweren,
weswegen der Einsatz neuroendokriner Marker wie z. B. Synaptophysin, Chromogranin und
CD56 notwendig werden kann. Es ist bekannt, dass 10-30 % der NSCLC eine fokale
neuroendokrine Differenzierung aufweisen [9, 14, 27, 35, 48, 66, 71, 83, 94].

Obwohl die Sensitivitit mit nur 66 % hinter den Erwartungen zuriickblieb, zeigte CD56 unter
den neuroendokrinen Markern den grofiten diagnostischen Nutzen. Besonders in
Tumorbiopsien mit hohem Anteil an Quetschartefakten, fiel die membranstindige Farbung
von CD56, im Vergleich zu Synaptophysin und Chromogranin, oftmals deutlicher aus (hohe
IRS-Werte). Die hochste Sensitivitidt (80 %) erreichte die Kombination von CD56 und
Chromogranin. Demnach kann fiir die pathologische Routinediagnostik CD56 als primérer
neuroendokriner Marker empfohlen werden. Bei der Verwendung weiterer neuroendokriner
Marker ist Chromogranin gegeniiber Synaptophysin vorzuziehen. Alle untersuchten
neuroendokrinen Marker zeigten sehr hohe Spezifitéten.

Als  wichtigster prognoserelevanter Faktor erwies sich erwartungsgemil das
klinische/pathologische Tumorstadium (k/pTNM I-IV). Der Rolle der neuroendokrinen
Differenzierung konnte beim kleinzelligen und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom keine
Prognoserelevanz zugesprochen werden.

Die Klidrung der Rolle der operativen Therapie beim kleinzelligen Bronchialkarzinom,
inbesondere im Zusammenhang mit chemotherapeutischen Maflnahmen, muss zukiinftigen
prospektiv randomisierten Studien iiberlassen werden.

Insgesamt besteht noch weiterer Bedarf prognoserelevante Faktoren beim kleinzelligen
Bronchialkarzinom zu untersuchen. Bis dahin ist das klinische Tumorstadium als wichtigster,
die Uberlebenszeit von Patienten mit kleinzelligen Bronchialkarzinom beeinflussender Faktor,

anzusehen.
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7 Anlagen

Tab 7.1: Aufschliisselung der Codezahlen fiir die Datenlisten

Variable Codezahl

Bedeutung

kTNM 1
2
3
4

DIAG

(o R e Y B S O R O R

SY, CGA, CD56, CK19 1

53

kKTNM I
kKTNM II
KTNM III
kTNM IV

SCLC

CSCLC

LCLC

Adenokarzinom
Plattenepithelkarzinom
adenosquamoses Karzinom

sarkomatoides Karzinom

LCNEC

Reaktion war positiv

Reaktion war negativ



Tab. 7.2: Daten 91 kleinzellige Bronchialkarzinome
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Tab. 7.3: Daten 40 nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome
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8 Thesen

10.

11.

12.

Fir die onkologische Therapie ist die Unterscheidung zwischen kleinzelligen und
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom ausschlaggebend.

Die morphologische Variabilitit der Bronchialkarzinome erschwert manchmal die
Differentialdiagnose. Deswegen kann der Einsatz neuroendokriner Marker wie
Synaptophysin, Chromogranin und CD56 notwendig werden.

Es ist bekannt, dass 10-30 % der nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome eine fokale
neuroendokrine Differenzierung aufweisen.

Der Nachweis einer neuroendokrinen Differenzierung erzielte in wissenschaftlichen
Arbeiten widerspriichliche Einfliisse auf die Uberlebenszeit beim kleinzelligen und
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom.

CD56 erwies sich hinsichtlich Sensitivitit und Spezifitit als effektivster
neuroendokriner Marker. Die hochste Sensitivitdt wurde durch die Kombination von
CD56 und Chromogranin erreicht. Synaptophysin erbrachte keinen zusitzlichen
diagnostischen Nutzen.

Der Einsatz von CD56 ist aufgrund von Verteilung und Intensitédt der Farbereaktion
besonders in stark gequetschten Biopsiematerial anzustreben.

Die Spezifititen von Synaptophysin, Chromogranin und CD56 lagen sehr hoch.

Es ergaben sich keine signifikanten Zusammenhinge zwischen dem Nachweis einer
neuroendokrinen Differenzierung und dem klinischen Tumorstadium.

Die Mehrzahl der kleinzelligen Bronchialkarzinome exprimieren Zytokeratin 19.

Das Muster der Zytokeratin 19 Expression zeigte keinen Einfluss auf die
Uberlebenszeit bei Patienten mit kleinzelligen Bronchialkarzinom.

Wichtigster bekannter Prognosefaktor fiir das kleinzellige Bronchialkarzinom ist das
klinische/pathologische Tumorstadium. Die Bestimmung histologischer bzw.
immunhistochemischer Prognosefaktoren ist bisher nicht iiberzeugend gelungen.

Die beiden Subtypen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms (SCLC, CSCLC) erwiesen

sich in keiner Hinsicht als prognoserelevant.
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