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Klinisch relevante Biomarker des nicht
kleinzelligen Lungenkarzinoms

Diagnostik, Prognose, Therapie und Pravention

Alex Soltermann, Holger Moch

Das Lungenkarzinom ist eine heterogene
Tumorentitat, die mit molekularen Mar-
kern zunehmend genauer unterteilt wird.
Diese Marker haben diagnostische, pra-
diktive oder prognostische Bedeutung.
Damit wird eine individuellere und
wirksamere beziehungsweise nebenwir-
kungsarmere Therapie ermoglicht. Die
Unterteilung des nicht kleinzelligen Lun-
genkarzinoms in Adeno- und Platten-
epithelkarzinom sowie die Bestimmung
des EGFR-Mutations-Status des Adeno-
karzinoms sind von zentraler Bedeutung.
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Die chemotherapeutische Kombination von
Erlotinib (Tarceva®; EGFR-Inhibitor) und Beva-
cizumab (Avastin® VEGF-Inhibitor) wird als
Erstlinientherapie beim fortgeschrittenen Ade-
nokarzinom inzwischen standardmissig ein-
gesetzt. Das Ansprechen auf Erlotinib ist je-
doch einerseits mit dem Vorhandensein einer
EGFR-Mutation verbunden, andererseits ist
Bevacizumab wegen Blutungskomplikationen
beim Plattenepithelkarzinom kontraindiziert.

Histotyp und Subtyp

Durch die neuen Erkenntnisse der Molekular-
pathologie der Lungenkarzinome wéchst inte-
ressanterweise die Bedeutung der exakten his-
tologischen Klassifikation. Geméss WHO-Defi-
nition wird das Lungenkarzinom in nicht
kleinzellig versus kleinzellig unterteilt, wobei
der Begriff nicht kleinzellig die drei Histotypen
Adenokarzinom, Plattenepithelkarzinom und
grosszelliges Karzinom umfasst (1). Diese Ein-
teilung beruht auf Kriterien, die durch die
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HE- (Hamatoxylin-Eosin) beziehungsweise
AB-PAS- (Alcianblue-periodic Acid Schiff) ge-
farbten histologischen Schnitte definiert sind:
Kleinzellig heisst, dass die Durchmesser der
Tumorzellen weniger als 3 Lymphozyten-
durchmesser und damit weniger als 30 Mikro-
meter betragen. Fiir ein Adenokarzinom (AD)
wird der Nachweis einer glanduldren Diffe-
renzierung oder die Bildung von saurem Mu-
zin gefordert, welches sich in der AB-Farbung
hellblau darstellt. Solche Schleimtropfen miis-
sen in jeweils finf Tumorzellen in zwei Ge-
sichtsfeldern bei hoher Vergrosserung auftre-
ten. Das Plattenepithelkarzinom (SQ) weist
Verhornung und/oder Interzellularbriicken
auf. Karzinome bestehend aus Tumorzellen
mit grossen blasigen Kernen mit prominenten
Nukleolen, aber ohne Schleimbildung oder
Verhornung, werden als grosszellig (LC) be-
zeichnet.

Das Adenokarzinom wird in die vier Subtypen
eingeteilt: glandulédr-azindr (AC), bronchiolo-
alveolédr (BAC), solid (SOL) und papillar (PAP)
(2). Das BAC wird subklassifiziert in BAC mu-
zinds und BAC nicht muzinés. Die meisten Ade-
nokarzinome seltzen sich aus Mischungen die-
ser Subtypen zusammen, welche histologisch
beschrieben und in Zukunft analog zu den
Keimzelltumoren des Hodens wahrscheinlich
in Prozenten angegeben werden miissen. Da-
mit wird auch der Begriff bronchiolo-alveo-
lares Karzinom in Abgrenzung zum «normalen
Adenokarzinom» obsolet. Diese Subtypen ha-
ben klinische Bedeutung, da EGFR-Mutationen
héaufiger beim papillaren Adenokarzinom ge-
funden werden, was die Frage nach der mole-
kularen Tumorheterogenitédt beziehungsweise
einem zukiinftigen Tumor-Mapping aufwirft
(3). Das solide Wachstumsmuster entspricht
einem Tumorgrad 3 und ist mit einer schlech-
teren Prognose assoziiert.

Immunhistochemie

Diese Klassifikationen lassen sich bei Vorlie-
gen eines Operationspriaparates mit vollstindig
aufgearbeitetem Primdrtumor mittels der er-
wihnten histochemischen Farbungen in den
meisten Fillen vornehmen. Allerdings sind
Histotypkombinationen wie zum Beispiel das
adeno-squamése Karzinom (AQ) nicht selten.

Wesentlich schwieriger wird die Klassifikation
in kleinen Bronchialbiopsien, Pleuraergiissen
oder Metastasenpunktaten. Dieses Gewebe-
material wird typischerweise von Patienten
mit fortgeschrittenem, chemotherapiebediirfti-
gem Tumor gewonnen. Hier kommt man hédu-
fig nur zur Aussage, dass es sich um ein wenig
differenziertes nicht kleinzelliges Karzinom
handelt.

Biopsien, zytologische Ausstriche oder auch
zytologische Zellblocke konnen immunhisto-
chemisch mit einer zwei- (TTF1/CK5,6) oder
eventuell vierfachen (TTF1/CK7 versus
CK5,6/p63) Antikorperfarbung weiter unter-
sucht werden (4). Die Marker TTF1 (thyroid-
transcription factor 1) und CK7 (Zytokeratin 7)
sind assoziiert mit Adeno-, CK5,6 (Zytokeratin
5/6) und p63 mit Plattenepithelkarzinom (4b-
bildung 1). TTF1 ist sehr spezifisch fiir das
Adenokarzinom, beim muzinésen BAC sowie
dem soliden Subtyp allerdings héaufig nicht
nachweisbar, was die Sensitivitiat verringert.
Dieser Marker ist auch von prognostischem In-
teresse, da eine hohe Proteinexpression mit
besseren Uberlebenschancen korreliert (5).
p63 wiederum weist eine méssige Spezifitit fir
die Plattenepitheldifferenzierung auf, da 25 Pro-
zent der Adenokarzinome dieses Protein expri-
mieren. Bei grosszelligen Karzinomen ist ab-
zukldren, ob eine neuroendokrine Differenzie-
rung vorliegt. Dies hilft bei der Unterscheidung
von grosszellig nicht neuroendokrinem (LC)
versus grosszellig neuroendokrinem (LC-NEC)
Karzinom. Trotz zusétzlicher IHC bleiben ein-
zelne Tumoren mit wenig differenziertem, so-
lidem Wachstum, typischerweise TTF1-/p63+,
nicht klassifizierbar, sodass weitergehende
Algorithmen, wie der kommerzielle Assay Pul-
motype®, in Erprobung sind (6).

Prognose und Pradiktion

Die Prognose des nicht kleinzelligen Lungen-
karzinoms ldsst sich anhand des klinisch-pa-
thologischen TNM-Stadiums gut ableiten (4b-
bildung 2). Die TNM-Klassifikation wurde in
den letzten Jahren tiberarbeitet und sollte spé-
testens bis 1. Januar 2010 in der neuen 7. Auf-
lage angewendet werden (7). Prognostische
Biomarker sind in diesem Kontext zurzeit eher
von untergeordnetem Interesse. Dahinter steht
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Abbildung 1: Immunhistochemische Vierfachbestimmung zur Differenzierung von
Adeno- und Plattenepithelkarzinom. TTF1 bei nicht muzindsem BAC-Adenosubtyp.
CK7 bei solidem Subtyp, randlich nicht neoplastische Pneumozyten. CK5,6 bei infil-
trativ wachsendem Plattenepithelkarzinom. p63 bei Plattenepithelkarzinom mit
zentraler Nekrose.

folgende Uberlegung: Die Lymphknotenmetas-
tasierung ist ein komplexer zellbiologischer
Prozess mit den Etappen Ablésung aus dem
Zellverband, Durchbrechen der Basalmem-
bran, Wanderung durch die extrazelluldre
Matrix, Einbruch in die Lymphgefisse und
Etablierung einer Metastase innerhalb des Im-
munsystems. Es ist deshalb nicht allzu wahr-
scheinlich, dass ein einzelnes Protein in einer
multivariaten Cox-Regression zuverldssiger ist
als das klinisch-pathologische TNM-Stadium.
Prognostische Marker sind hauptsdchlich fir
Patienten mit operierten pT1/2-Tumoren von
Bedeutung, da in diesem Stadium nach der
Operation keine weitere Therapie erfolgt. Auf
grosses onkologisches Interesse stossen pri-
diktive Biomarker, welche ein Ansprechen auf
eine bestimmte Therapie vorhersagen kénnen,
da sowohl unnotige Kosten wie schwere Ne-
benwirkungen reduziert werden kénnten. Die
beiden wichtigsten préadiktiven Marker fiir das
Lungenkarzinom sind derzeit EGFR (epidermal
growth factor receptor, HER1) und ERCC1 (ex-
cision repair cross-complementation group 1).

EGFR

Der EGFR ist eine Zellmembran-stindige Re-
zeptortyrosinkinase, deren tumorale Aktivitit
mit verschiedenen Inhibitoren geblockt wer-
den kann. Diese Inhibition ist besonders effek-
tiv, wenn im Rahmen der sogenannten onko-
genen Abhingigkeit (oncogene addiction) wei-
tere Rezeptoren wie HER2, HER3 und HER4
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Abbildung 2: Gesamtiiberlebensdauer in Monaten unserer Zlrcher NSCLC-
Kohorte nach pT, pN und pM sowie Tumorstadium (Kaplan-Meier, Log-rank-Test).

Einschluss von 532 operierten Patienten 1993-2002 mit 5-Jahres-Uberleben:
250 (47%) Adeno-, 262 (49%) Plattenepithel- und 20 (4%) adeno-squamoése
Karzinome; alle p-Werte < 0,001.

ausfallen und zusétzlich bestimmte Mutatio-
nen im EGFR-Molekiil auftreten (8). Neben
Sensitivitdtsmutationen wie L858R gibt es in-
zwischen nach Therapie oder auch primér Re-
sistenzmutationen wie T790M. Der Stellenwert
einer erhohten Genkopienzahl von EGFR wird
nach wie vor kontrovers diskutiert, scheint ten-
denziell aber wichtig zu sein (9-11). Proble-
matisch sind dabei technische Aspekte, insbe-
sondere die Schnittdicke. Fiir die FISH-Analy-
se (fluorescent in-situ hybridization) werden
routinemadssig 5 pm dicke Schnitte angefertigt.
Der Tumorzellkern weist jedoch einen Durch-
messer von > 30 bis 50 pm auf. Dies bedeutet,
dass nur ein Teil der Genkopien pro Kern aus-
gezdhlt wird, sodass eine addquate Normali-
sierung des Wertes erforderlich ist. Die Be-
stimmung des EGFR-Status umfasst in unse-
rem Institut zurzeit eine Genotypisierung der
Exone 18 bis 21 (worin die meisten Mutationen
liegen) mittels PCR und direkter Sequenzie-
rung, eine Messung der Genkopienzahl mittels
FISH und eine immunhistochemische Bestim-
mung der Proteinexpression (Abbildung 3 und
4). Diese Analyse kann auch an Biopsien oder
Zellblocken zytologischer Fliissigkeiten bezie-
hungsweise von Punktaten durchgefiihrt wer-
den. Voraussetzung dafiir ist, dass geniigend
Tumorzellen vorhanden sind und deren Anteil
mehr als 50 Prozent aller Zellen betrdgt, um
einen falschnegativen Verdiinnungseffekt zu
vermeiden. Es wird deshalb routineméssig
eine Anreicherung durch Mikrodissektion mit
einer 600-Mikrometer-Stanze durchgefiihrt.

ERCC1

Der Begriff NER-Programm (nucleotide excisi-
on repair) bezeichnet einen komplexen zell-
biologischen Mechanismus zur Reparatur ge-
schidigter DNA. Dabei werden unter anderem
auch Addukte von Cisplatin von der DNA ent-
fernt. Innerhalb dieses Programms soll ERCC1
das wichtigste, taktgebende Protein sein. Es gilt
darum das ERCC1-Paradoxon (12): Tumorzel-
len, die viel ERCC1-Protein exprimieren, spre-
chen schlechter auf cisplatinhaltige Chemothe-
rapie an, da die Addukte besser entfernt wer-
den. Bei nicht chemotherapierten Patienten ist
die Gesamtiiberlebensdauer hingegen ldnger,
da ein funktionierendes NER-System besteht.
Tumorzellen mit schwacher ERCC1-Expression
sind chemosensitiver, die Uberlebenszeit ist
aber wegen defekter NER verkiirzt. Dieses Kon-
zept ist etwas stark simplifiziert, da neben
ERCC1 zahlreiche weitere Proteine im NER-
Programm einen wichtigen Beitrag leisten. Wie
bei EGFR sind biologische Effekte nicht nur
durch die Schwankungen der Proteinexpres-
sion zu erkldren, sondern auch durch funktio-
nell relevante Mutationen. Somit erdffnet sich
hier die gleiche Diskussion wie beim EGFR (13,
14). An unserem Institut ist bis anhin die Im-
munhistochemie fiir ERCC1 etabliert, und sie
wird bei Lungenkarzinomen sowie Pleurame-
sotheliomen angewendet. Die Proteinexpressi-
on wird anhand eines semiquantitativen Punkt-
werts von 0 bis 3 beschrieben, wobei der Anti-
korper 8F1 verwendet wird (Abbildung 3).
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«Tumor-Microenvironment»

Ein Karzinom besteht aus malignen, invasiv
wachsenden epithelialen Zellen, welche epi-
theliale Proteine wie Zytokeratin, aber keine
mesenchymalen wie zum Beispiel Vimentin
exprimieren. Das Karzinom entsteht tiber die
Vorstufe der Dysplasie durch progressive Ak-
kumulation genetischer Mutationen. Neuer-
dings wird der direkten zelluliren Umgebung
des Tumors, dem sogenannten «Tumor-Micro-
environment», hohe Bedeutung zugemessen,
da epitheliale Zellverbédnde in ein stark fibro-
genes desmoplastisches Stroma eingebettet
sind. Dieses besteht aus CAF (cancer-asso-
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Amplifikation

nti-ERCC1 8F1

ciated fibroblasts), TAM (tumor-associated
macrophages) und TEC (tumor-associated
endothelial cells) sowie extrazelluldrer Matrix
und léslichen Faktoren wie TGF-beta (trans-
forming growth factor beta) (15, 16). Um diese
fibrillire Matrix zu infiltrieren, miissen die
Karzinomzellen eine morphologische Diffe-
renzierung durchlaufen, die sogenannte epi-
thelial-mesenchymale Transition. Dabei 16sen
sie sich aus dem Zellverband mittels Verlust
von Adhésionsproteinen wie E-Cadherin und
Akquisition mesenchymaler Proteine wie Vi-
mentin oder Periostin, welche ihnen migrato-
rische Eigenschaften verleihen (17, 18). Es ist
darum naheliegend, eine kombinierte, auf das

Abbildung 4: Aktueller EGFR-
Status. Obere Bildhalfte: EGFR-
FISH mit Beispiel fir normale
Zellen, hochgradige Polysomie
(= 4 Kopien in 40% der Zellen)
und Amplifikation (Cluster).
Untere Bildhalfte: EGFR-Genoty-
pisierung mittels PCR; Nach-
weis von Punktmutation L858R
auf Exon 21 beziehungsweise
G719D auf Exon 18; Mutations-
peak kleiner beziehungsweise
grosser als Wildtyp-Hintergrund.

p.L858R
exon 21

p.G719D
exon 18

Adeno-Ca

Abbildung 3: Aktuelle Bestimmung des
EGFR- und ERCC1-Status am Institut fur
Klinische Pathologie, Universitatsspital
Zurich. Linke Bildhalfte: Stanze aus
Operationspraparat mit 100% tumorhalti-
ger Oberflache (links oben) oder < 50%
nur im markierten Sektor, angrenzend
Gefassanschnitt beziehungsweise Lungen-
alveolen mit Anthrakose (rechts oben);
Zellblockoberflache mit ausschliesslich
Tumorzellen aus Lymphknoten-FNP (links
unten); EGFR-IHC mit membranarer
Proteinexpression Score 3 (rechts unten).
Rechte Bildhalfte: ERCC1-IHC mit nuklea-
rer Proteinexpression Score O bis 3 bei
Plattenepithel- und Adenokarzinom (AK
8F1).

Microenvironment zielende Therapie zu pla-
nen. Diese umfasst die Inhibition von tumor-
stindigen Zellmembranrezeptoren (Erlotinib),
Hemmung der Tumor-Neoangiogenese (Beva-
cizumab) und Beeinflussung von Tumorstroma
und tumorassoziiertem Immunsystem (19).
Verschiedene Antikorper, wie .19 oder F16, ge-
gen stromale Proteine wie Fibronectin oder
Tenascin sind hierzu in Kklinischer Erpro-
bung (20).

Pravention

Der Lungenkrebs wird nach wie vor oft erst im
spéten Stadium diagnostiziert. Wirksame Stra-
tegien der primédren und sekundiren Priaven-
tion sind erforderlich, um Morbiditidt und Mor-
talitiat signifikant zu senken. Die Friitherken-
nung erscheint durch die Tatsache erschwert,
dass der Tumor innerhalb eines vorwiegend
lufthaltigen Raums entsteht, welcher keine
eigentliche Invasionsbarriere darstellt. Dieses
Karzinom ist allerdings grosstenteils vermeid-
bar, da weit tiber 90 Prozent der Patienten Rau-
cher sind beziehungsweise frither geraucht ha-
ben. Das wissenschaftliche Interesse fiir das
Adenokarzinom bei nicht rauchenden Frauen
asiatischen Ursprungs mit EGFR-Mutation ist
zwar gross, eine solche Patientin aber in der
Schweiz eine seltene Ausnahme. Rauchen hat
in letzter Zeit an Attraktivitat verloren, sodass
sich die Anstrengungen der Primérpravention,
zum Beispiel in Rekrutenschulen oder fiir eine
rauchfreie Arbeitsumgebung, positiv auswir-
ken diirften.

Im Sinne der sekundéren Pravention stellt sich
die zentrale Frage, mit welchem Biomarker
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man das pT1-Stadium erfassen konnte. Be-
kannterweise haben Patienten mit Tumoren in
der Grosse von 5 bis 10 mm, das heisst an der
Grenze zwischen AAH (atypischer adenomato-
ser Hyperplasie) und Adenokarzinom vom
reinen BAC-Subtyp, eine exzellente Prognose.
Solche Tumoren sind mittels CT-Screening de-
tektierbar (21). Dessen Effektivitit konnte
moglicherweise durch eine vorausgehende
Triage mit einem molekularen Marker gestei-
gert werden. Ein solcher Frithmarker miisste
entweder in das Bronchiallumen oder in das
periphere Blut abgegeben werden.
Anekdotisch ist zu erwidhnen, dass Hunde die
Fahigkeit besitzen sollen, maligne Tumoren
wie Melanom, Nierenzell- oder Lungenkarzi-
nom zu riechen, da diese spezifische volatil-
organische Stoffe zu produzieren scheinen
(22). Da das Lungenkarzinom stark fibrogen ist
und auch kleine Lisionen bereits eine zentra-
le Narbe aufweisen, scheint es moglich, dass
desmoplastische Stromaproteine wie Periostin
relativ frith im peripheren Blut erscheinen
(23, 24).

Zusammenfassung

Mit der Kombination TTF1/CK5,6 zusatzlich
zu der konventionellen Morphologie ldsst
sich die Mehrheit der wenig differenzierten
nicht kleinzelligen Lungenkarzinome in Ade-
no- oder Plattenepithelkarzinom einteilen.
Vor einer Therapie mit EGFR-Inhibitoren
sollte der EGFR-Mutations-Status ahgeklirt
werden, da bestimmte Mutationen pradiktiv
fiir das Ansprechen sind.

ERCC1 ist ein neuer potenzieller Marker fiir
das Ansprechen auf platinolbasierte Chemo-
therapie.

Weitergehende Kombinationstherapien ge-
gen das «Tumor-Microenvironment» er-
scheinen zellbiologisch sinnvoll, bediirfen
aber der klinischen Evaluation.

Die Prognose des Lungenkarzinoms ist stark
stadiumabhéngig, weswegen ein sogenann-
ter «pT1-Marker» von zentralem Interesse
ist. 4
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