Zusammenfassung

Der solitare Lungenrundherd ist eine rontgenologisch nachweisbare kugelférmige
Verschattung, die im Durchmesser maximal 3 cm misst und allseits von Lungenparenchym
umgeben ist. Die Ursache eines solitdren pulmonalen Rundherdes kénnen Bronchialkarzinom,
benigner Lungentumor, Lungenmetastase und entzindlicher Lungenprozess bzw. dessen Fol-
gen sein. In den meisten Féllen fihrt erst der operative Eingriff mit Resektion des Herdes zur
Diagnose.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung von Mustern immunogener Autoanti-
gene bei den verschiedenen Erkrankungen, deren réntgenmorphologisches Korrelat der solita-
re Lungenrundherd darstellt.

Dazu wurden 1827 verschiedene cDNA-Expressionsklone als potenzielle Autoantigene auf
sog. Customized High Density Protein Arrays gespottet, welche dann mit den verschiedenen
Seren gesreent wurden. Es handelte sich um Seren von 64 Patienten mit Bronchialkarzinomen
im TNM-Stadium pT1pN1-2, von 19 Patienten mit benignen Lungentumoren, 35 mit Lun-
genmetastasen extrathorakaler Primdrtumoren, 30 mit entzindlichen und anderen benignen
Lungenrundherden und um Seren von 48 gesunden Probanden.

Die Klassifizierung der Seren der Patienten mit Bronchialkarzinom der TNM-Stadien pT1
pNO-2 vs. Seren gesunder Kontrollen ergab eine diagnostische Genauigkeit von 77,68 %
(Sensitivitat: 78,90 %, Spezifitat: 77,08 %).

Innerhalb der Gruppe der Patienten mit solitdren Lungenrundherden war mittels der
Seroreaktivitatsprofile keine Trennung der Gruppen moglich und insbesondere keine Tren-
nung zwischen primaren malignen Lungentumoren und Rundherden anderer Genese.

Die diagnostischen Genauigkeiten der Methode betrugen fir die Klassifizierung Bronchial-
karzinom vs. alle Rundherde anderer Genese 56,76 %, fur die Klassifizierung Bronchialkarzi-
nom vs. benigne Tumoren der Lunge 69,88 %, fur die Klassifizierung Bronchialkarzinom vs.
Lungenmetastasen extrathorakaler Tumoren 55,56 % und flr die Klassifizierung Bronchial-
karzinom vs. entzlindliche Rundherde 61,70 %.

Die Methode der Proteinmacroarray-Autoantikorperbestimmung lasst eine Trennung zwi-
schen Patienten mit Bronchialkarzinom und gesunden Probanden zu und kann méglicherwei-
se eine Bedeutung beim Screening erreichen. Die Methode ist in der angewandten Form und
zur Zeit aber nicht in der Lage, differentialdiagnostische Aussagen in der Beurteilung des
solitaren Lungenrundherdes zu machen. Dies liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit an der In-

homogenitét der Gruppen.



Abstract

Large-scale autoantibody profiling in patients with solitary pulmonary

nodules.

Solitary pulmonary nodules are defined as a spherical radiographic opacity that measures up
to 3 cm in diameter and is completely surrounded by lung tissue. The cause of solitary pulmo-
nary nodules ranges from lung cancer and metastases from an extrathoracic malignancy to
infections and other benign lesions. In most cases histological diagnosis cannot be obtained
preoperatively and the optimal management of solitary pulmonary nodules remains unclear.
The treatment goals are identification of malignant nodules to permit resection and identifica-
tion of benign nodules to avoid surgery.

In this study the ability of autoantibody profiling as a diagnostic test to discriminate the vari-
ous types of solitary pulmonary nodules was investigated. Altogether, blood sera of 64 pa-
tients with lung cancer (T1NO-2), 35 patients with metastases of extrathoracic primary cancer,
19 patients with benign lung tumors, 30 patients with inflammatory and other benign nodules,
and 48 healthy controls were screened using extended panels of arrayed antigens (1827 vari-
ous cDNA expression clones). The resulting signatures were classified using linear kernel
Support Vector Machines and 10-fold cross-validation.

This approach allowed for discriminating lung cancer patients (T1NO-2) from healthy controls
without lung disease with an accuracy of 77.68 %, a sensitivity of 78.90 %, and a specificity
of 77.09 %. The classification of lung cancer patients (T1NO-2) vs. patients with benign tu-
mors yielded an accuracy of 69.88 %, lung cancer patients vs. patients with lung metastases
55.56 %, and lung cancer patients vs. patients with inflammatory and other benign lung proc-
esses 61.70 %.

These results provide evidence that patients with solitary pulmonary nodules caused by lung
cancer (i.e. TINO-2 tumors) can be separated from healthy controls. The method of large scale
antibody profiling used in this study, however, does not allow separation between patients
with TINO-2 lung cancer and solitary pulmonary nodules of different genesis. This may be

mainly due to the inhomogeneity of the particular non-lung cancer groups.



Einleitung

Der solitéare Lungenrundherd

Die medizinische Terminologie kennt flir den solitdren Lungenrundherd verschiedene Syno-
nyma, u.a. isolierter oder solitarer pulmonaler Rundherd. In der angloamerikanischen Litera-
tur wird er ,,Solitary Pulmonary Nodule* oder kurz ,,SPN* genannt. Die &ltere Literatur be-
nutzt noch den Terminus ,,Coin Lesion®. Dieser Begriff ist aber definitiv falsch, denn der soli-
tare pulmonale Rundherd ist keine miinzenférmige Struktur, sondern eine Kugel, bzw. eine
dreidimensionale Struktur, die oft kugelférmig ist.

Entsprechend lautet die Definition des solitaren Lungenrundherdes: Der solitare Rundherd der
Lunge ist eine kugelformige pulmonale Verschattung, die bis maximal 3 cm im Durchmesser
grol3 und von Lungenparenchym umgeben ist.

Der solitare pulmonale Rundherd ist deswegen von Bedeutung, weil er insbesondere im Zeit-
alter der Computertomographie ein haufiger, meist zufélliger Befund ist und weil er differen-
tialdiagnostisch das rontgenmorphologische Korrelat verschiedener Erkrankungen sei kann.
Typischerweise verursacht ein solitdrer Rundherd der Lunge keine Symptome.

Der solitére pulmonale Rundherd, dessen feingewebliche Diagnose zunéchst nicht bekannt ist,
wird in der Literatur deshalb manchmal Incidentalom genannt, ein Neologismus fir
»incidental tumor*.

Die Bedeutung und H&ufigkeit des solitaren pulmonalen Rundherdes wird in der Zukunft
noch erheblich zunehmen, falls sich ein Bronchialkarzinom-Screening mittels Niedrigdosis-
Computertomographie etablieren kann.

Ein Lungenrundherd kann die Manifestation eines Bronchialkarzinoms sein oder einer Meta-
stase eines extrathorakalen Malignoms. Er kann aber auch Ausdruck einer benignen Erkran-
kung, z.B. eines gutartigen Lungentumors oder einer entziindlichen Erkrankung sein. Entspre-
chend gibt es unterschiedliche Strategien fur das weitere Vorgehen, die von maximal konser-
vativ bis maximal invasiv reichen.

Die optimale VVorgehensweise nach der radiologischen Diagnose ist unklar.

Den bisherigen ,,gold standard®, an dem sich alle VVorgehensweisen und alle diagnostischen

Schritte messen lassen miussen, stellt die diagnostische Thorakotomie mit Resektion des

Rundherdes dar. Dieses Vorgehen bietet eine Sensitivitadt und eine Spezifitat von jeweils 100

%. Darlber hinaus muss man in diesem Zusammenhang prinzipiell bedenken, dass ein Teil

der solitdren pulmonalen Rundherde potenziell kurativ behandelbare Formen des Bronchial-
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karzinoms mit einer 5-Jahresuiberlebensrate von 60 — 80 % nach operativer Therapie darstellt
(Manser et al., 2005; The International Early Lung Cancer Action Program Investigators,
2006; Tockman, 1986; Mountain, 1997). Die primdre Resektion des solitdaren Lungenrundher-
des ist aber gleichzeitig auch die invasivste Form der Diagnostik und durchaus mit einer ope-
rativen Letalitat verbunden, insbesondere bei Patienten mit Risikofaktoren. So wird die Letali-
tat einer Standardlobektomie auch in neuen Publikationen immer noch mit etwa 2 % angege-
ben (Berrisford et al., 2005; Memtsoudis et al., 2006; Wada et al., 1998).

Pravalenz der solitaren Lungenrundherde

Es gibt acht groRe Bronchialkarzinom Screening-Studien mit anndhernd 28 000 Probanden
(Veronesi et al., 2006; Henschke et al., 2004; Gohagan et al., 2004; Li et al., 2004; Swensen et
al., 2003; Nawa et al., 2002; Henschke et al., 2001; Diederich et al., 2000). Es sind in diesem
Zusammenhang nur die Studien berucksichtigt, in denen zum Screening eine Computertomo-
graphie benutzt wurde, denn mehr als die Hélfte der solitdren pulmonalen Rundherde, die auf
der Rontgenubersichtsaufnahme des Thorax gesehen werden, sind falsch positive Rundherde,
d.h. sie lassen sich durch eine Computertomographie nicht bestatigen (Henschke et al., 1999;
Quekel et al., 1999).

In den Studien kommt zum Ausdruck, dass die Rundherde, die in Screening Studien entdeckt
werden, sich deutlich von den Rundherden, die im klinischen Alltag und inzidentell entdeckt
werden, unterscheiden.

In Screening Studien diagnostizierte Rundherde sind tendenziell kleiner, und auch die Prava-
lenz maligner Rundherde ist kleiner.

Die Prévalenz von Rundherden in den genannten acht grof3en Screening Studien zeigt deutli-
che Unterschiede zwischen den Studien und liegt zwischen 8 % und 51 %, ist aber insgesamt
hoch bis erstaunlich hoch. Die Unterschiede zwischen den Studien sind durch die Unterschie-
de der untersuchten Gruppen (z.B. Anteil der Raucher, geographische Besonderheiten), durch
die Unterschiede in der Methodik (z.B. radiologische Technik) und in der Auswertung (z.B.
Einschluss von Patienten mit mehr als einem Rundherd oder Einschluss von Tumoren >3 cm
im Durchmesser) und der Darstellung der Ergebnisse (z.B. Angabe der Zahl der Patienten mit
einem solitdren Rundherd vs. Anzahl der Gesamt-Rundherde oder Angabe der Zahl der patho-
logischen Befunde im Computertomogramm) mitverursacht.

Die Zahl der diagnostizierten pulmonalen Rundherde wird in der Zukunft auf Grund der Fort-
schritte in der radiologischen Bildgebung weiterhin ansteigen, einerseits weil die Qualitét der

Diagnostik steigt, andererseits weil auf Grund der abnehmenden Strahlenbelastung die Indika-



tion zur Untersuchung haufiger gestellt werden wird. Die pulmonalen Rundherde, die auf
Grund der technischen Fortschritte in Zukunft zusétzlich diagnostiziert werden, sind kleine (<
1 cm Durchmesser), sogenannte Subcentimeter-Rundherde.

Wabhrscheinlich kann man davon ausgehen, dass 20 % der &lteren Erwachsenen einen solita-

ren pulmonalen Rundherd haben.

Pravalenz der Malignitat der solitdren Lungenrundherde

In den oben aufgefiihrten groRRen Bronchialkarzinom Screening-Studien (ca. 28 000 Proban-
den) werden Préavalenzen der Malignitat aller solitdren pulmonalen Rundherde - unabhangig
von GroRe (bis maximal 3 cm Durchmesser) und Réntgenmorphologie - zwischen 1,1 % und
12 % angegeben. Diese Unterschiede zwischen den Studien sind wiederum durch die Unter-
schiede der untersuchten Gruppen, die Unterschiede in der Methodik der Auswertung und die

Unterschiede in der Darstellung der Ergebnisse mitverursacht.
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Abbildung 1: Verteilung von 200 solitaren pulmonalen Rundherden nach Patientenalter und
Malignitat (handschriftlich von K. Stapenhorst gefertigte Folie [nach Herink und Linder,
1961])

Die Pravalenz der Malignitat von solitdren pulmonalen Rundherden im klinischen Alltag,
speziell in einer Gruppe von Patienten, die in einer thoraxchirurgischen Abteilung vorgestellt
und schliel3lich operiert werden, unterscheidet sich ganz erheblich von diesen Sreening Studi-
en (Herink und Linder, 1961). Abbildung 1 zeigt die Verteilung von 200 solitdren pulmonalen
Rundherden nach Patientenalter und Malignitat (handschriftlich von K. Stapenhorst als Dia-

positiv gefertigte Folie [nach Herink und Linder, 1961]).



In einer Serie von 147 konsekutiven Patienten, die wegen eines solitaren pulmonalen Rund-
herdes diagnostisch thorakotomiert und potenziell kurativ reseziert wurden (Klinik far
Thoraxchirurgie, SHG-Kliniken, Voélklingen, November 2006 bis November 2009), hatten
42,2 % ein Bronchialkarzinom (pT1NO0-2), 23,8 % Metastasen eines extrathorakalen Mali-
gnoms, 16,3 % entziindliche oder andere nicht-tumordse Prozesse und 13,6 % benigne Tumo-
ren der Lunge.

Das bedeutet, dass die solitaren pulmonalen Rundherde der Klinik h&ufiger maligne sind oder
vielmehr, dass nicht alle solitdaren Lungenrundherde operiert werden und offensichtlich benig-

ne Rundherde bei der Indikationsstellung herausfallen.

Einschatzung der Dignitat des individuellen solitdren Lungenrundherdes

Es gibt aktuell keinerlei Marker, der bei den Patienten mit einem solitdren pulmonalen
Rundherd eine Differenzierung zulésst. Es gibt jedoch rontgenmorphologische Kriterien, de-
nen man bei bestimmten Konstellationen eine gewisse Sicherheit in der Zuordnung eines

Lungenrundherdes zutraut.

Die Pravalenz der Malignitat eines solitdren pulmonalen Rundherdes steigt in erster Linie mit
seiner GroRe. Sie betragt 0 %-1 % bei Rundherden <5 mm, 6 %-28 % bei Rundherden von 5
mm bis 10 mm, 33 %-63 % bei Rundherden zwischen 11 mm und 20 mm und 64 %-82 % bei
Rundherden > 20 mm (Takashima et al., 2003; Henschke et al., 1999, 2002, 2004; Zerhouni et
al., 1986; Siegelman et al., 1986). In diesen Studien kommt jedoch nicht zweifelsfrei zum
Ausdruck, wieviele der solitdren Rundherde der Gruppe > 20 mm wirklich auch kleiner als 30
mm im Durchmesser waren und damit der Definition des Rundherdes entsprechen und wie-
viele in Wirklichkeit gréRer als 30 mm waren und damit keine Rundherde sondern Tumoren

(,,masses*) waren.

Die auffallend niedrige Inzidenz der Malignitat der solitdren pulmonalen Rundherde mit ei-
nem Durchmesser Kleiner als 5 mm hat zur Empfehlung der Fleischner Society for Thoracic
Imaging and Diagnosis (2005) gefuhrt, dass bei solitdren pulmonalen Rundherden bis zu ei-
nem Durchmesser von 4 mm keine follow-up Untersuchungen notwendig seien, wenn bei

dem Patienten kein Risikofaktor fiir ein Bronchialkarzinom vorliege.

Die Ergebnisse von flnf Studien Uber solitare pulmonale Rundherde, die durch Screening-

Untersuchungen entdeckt wurden, zeigen, dass bei solitdren Rundherden, die rontgenologisch



glatt berandet erscheinen (Abb. 4), das Risiko der Malignitat etwa 20 % bis 30 % betrug
(Takishama et al., 2003; Zerhouni et al., 1986; Siegelman et al., 1986; Tozaki et al., 2005;
Swensen et al., 1997).

UnregelmaRig berandete (,,irregular®), gelappte (,,lobulated*), mit Spiculae oder mit Corona
radiata oder Pleurafinger versehene solitare Rundherde deuten auf eine hohere Wahrschein-
lichkeit der Malignitat hin (Abb. 5). Sie liegt nach 6 Studien (mit insgesamt 2021 solitéren
Rundherden) zwischen 33 % und 100% (Tozaki et al., 2005; Takashima et al., 2003; Swensen
et al., 1995,1997; Siegelman et al., 1986; Zerhouni et al., 1986).

Zur Beschreibung der Lungenrundherde auf der Basis von Dinnschicht-CT Bildern benutzt
man die Klassifizierung ,,solide*, ,,partiell solide* und ,,Milchglas®. Ein solider Herd verdeckt
das Lungenparenchym komplett, er hat Bindegewebsdichte. Eine Milchglasverdichtung
(,,ground glass opacity”) reprasentiert einen Rundherd mit nicht-soliden Komponenten, so
dass das Lungenparenchym und Gefélie auch im Rundherd wahrgenommen werden kénnen.
Ein partiell solider Lungenrundherd hat Milchglas- und solide Anteile.

Es gibt zwei Studien, die zeigen, dass reine Milchglasverdichtungen in hohem Mal3e, speziell
in 59 % bzw. 73 %, Ausdruck eines malignen Tumors sind ( Takashima et al., 2003; Li et al.,
2004). Eine andere Studie zeigt, dass partiell solide solitdare Rundherde mit héherer Wahr-
scheinlichkeit (63 %) maligne sind als Milchglas-Rundherde (18 %) (Diederich et al., 2000).
Wenn man solide und partiell solide Rundherde zusammenfasst, ergibt sich eine Pravalenz der
Malignitat von 32 % (Asamura et al., 2003). Die Wahrscheinlichkeit der Malignitét bei soli-
den Lungenrundherden allein erwies sich dabei als deutlich geringer (7 %-9 %) (Asamura et
al., 2003).

Mehrere Studien untersuchten den Zusammenhang zwischen radiologischem Erscheinungs-
bild und Histologie der Rundherde. Dabei zeigte sich, dass reine Milchglasverdichtungen in
70 %-100 % histologisch bronchioloalveoldren Karzinomen entsprachen (Hasegawa et al.,
2000; Suzuki et al., 2002; Takashima et al., 2003; Kishi et al., 2004; Nakamura et al., 2004).

Der Nachweis von Fett in einem glatt berandeten oder lobulierten pulmonalen Rundherd
spricht fur dessen benigne Natur. Es handelt sich dann mit relativ hoher Sicherheit um
Hamartome. Auch Lymphknoten kénnen zentral verfetten. Der Nachweis des Fettes erfolgt
uber die Dichtewertbestimmung (-40 bis -120 Hounsfield Einheiten) (Siegelman et al.,1986).



Dichtewerte von 0 Hounsfield Einheiten entsprechen der Dichte von Wasser. Entsprechend

sind Rundherde mit dieser Dichte Zysten.
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Abbildung 2: ,,benigne** Verkalkungsmuster pulmonaler Rundherde

Der Nachweis von kalkdichten Strukturen kann Hinweise auf die Dignitat des Lungenrund-
herdes geben (Abb. 2). Vollstandige Verkalkung des Rundherdes, kalkdichtes Zentrum, kon-
zentrischer Kalkring, geschichtete Verkalkung und Popcorn-Morphologie des Kalkherdes
(scharf begrenzt und unregelméRig gelappt) sprechen fiir eine benigne Ursache (Abb. 2, 3).
Exzentrische, punktférmige und tipfelférmige Verkalkungen lassen sich eher in malignen
Rundherden nachweisen (Shaffer, 1999).

Abbildung 3: Axialer CT-Schnitt eines Thorax-CT ohne Kontrastmittelgabe. Man sieht beid-
seits jeweils einen Lungenrundherd. Die Rundherde sind glatt berandet, in der Ebene nahezu
kreisrund und konzentrisch bzw. zentral verkalkt. Histologisch handelt es sich um Herde einer

Coccidioidomykose (endemisch im Sudwesten der USA).



Zusammengefasst scheinen nach Auswertung der vorliegenden Studien die rontgenmorpholo-
gischen Charakteristika und die Beschaffenheit der Berandungen der solitdren pulmonalen
Rundherde wenig verlasslich im VVoraussagen der Dignitat der Rundherde zu sein. Es zeichnet
sich aber ab, dass glatte Berandung des Rundherdes und Bindegewebsdichte (solider pulmo-

naler Rundherd) auf eine niedrigere Wahrscheinlichkeit der Malignitat hinweisen.

Eine andere radiologische Dignitatsbestimmung von solitdren pulmonalen Rundherden be-
nutzt den Umstand, dass maligne Tumoren zur Erhéhung ihrer Perfusion Uber humorale Me-
chanismen eine Vaskulogenese und Angiogenese induzieren kénnen. Die Erhohung der Per-
fusion lasst sich als Anreicherung von Kontrastmittel (,,Enhancement®) und damit als Dichte-
anstieg im Herd nachweisen. Allerdings ist nicht klar, welche Dichteanhebung nach Kon-
trastmittelgabe eine signifikante Aussage ber die potenzielle Malignitat erlaubt.

Von Swensen et al. (2000) wurde ein empirischer Schwellenwert von 15 Hounsfield-
Einheiten ermittelt, mit dem er eine Sensitivitat von 98 %, eine Spezifitat von 58 % und eine
Genauigkeit von 77 % bei der Beurteilung von pulmonalen Rundherden beschrieb. Die Préva-

lenz der Malignitét in seiner untersuchten Population war dabei mit 48 % relativ hoch.

Insgesamt erscheint die Beurteilung eines Lungenrundherdes mittels Spiral - Computertomo-
graphie und intravendser Kontrastmittelgabe die nicht-invasive Methode mit den besten Er-
gebnissen zu sein (Abb.4, 5). In mehreren Studien finden sich Sensitivitaten zwischen 98 %
und 100 % und Spezifitdten von 54 % bis 93 % (Yamashita et al., 1995; Potente et al., 1997,
Swensen et al., 2000; Yi et al., 2004). Im klinischen Alltag hat sich die Methode auf Grund
des hoheren Aufwandes, der zusétzlichen Strahlenbelastung und der Notwendigkeit der Kon-

trastmittelgabe wenig durchgesetzt (Prosch und Mostbeck, 2009).

Die Magnetresonanztomographie der Lunge ist kein Standardverfahren in der Diagnostik
pulmonaler Rundherde und gilt auch in neuen Leitlinien, z.B des American College of Chest
Physicians (ACCP), als nichtindizierte Methode (Gould MK et al., 2007). Eine neuere Metaa-
nalyse ergibt jedoch bei der Beurteilung von solitdren Rundherden eine Sensitivitat von 94 %
und eine Spezifitat von 79 % (Cronin et al., 2008). Insgesamt ist die Methode noch zu wenig
standardisiert (Gould et al., 2007).



Abbildung 4: Axialer CT-Schnitt eines Thorax-CT nach iv-Kontrastmittelgabe. Man sieht
rechts einen solitaren Rundherd mit glatter Berandung und ohne wesentliche Kontrastmit-

telanreicherung. Histologisch handelt es sich um ein Chondrohamartom.

Abbildung 5: Axialer CT-Schnitt eines Thorax-CT nach iv-Kontrastmittelgabe. Man sieht
links einen solitdren Rundherd mit Spiculae, Pleurafinger und deutlicher Kontrastmittelan-
reicherung. Histologisch handelt es sich um ein Adenokarzinom der Lunge.



Ein neueres bildgebendes nuklearmedizinisches Verfahren, das in der Differenzialdiagnostik
des Lungenrundherdes eingesetzt werden kann, ist die Positronenemissionstomographie
(PET). Dabei wird als Tracer meist F-18-Fluorodesoxyglucose (FDG) eingesetzt. Durch die
hohere FDG-Aufnahme maligner Tumoren (aber auch entzindlicher Prozesse) erlaubt die
PET-Untersuchung oft eine Differenzierung zwischen malignen und benignen Prozessen. Da-
bei ist aber eine MindestgroRe des pulmonalen Rundherdes erforderlich. Bei Rundherden uber
2 cm im Durchmesser erreicht das VVerfahren im Erkennen maligner L&sionen eine Sensitivitét
von 90 % (Hagberg et al., 1997). Bei Rundherden, die kleiner als 1 cm im Durchmesser sind
und bei niedriger metabolischer Aktivitdt eines malignen Herdes (z.B. bei
bronchioloalveoldren Karzinomen und Karzinoiden) ist PET oft falsch negativ (Bastarrika et
al., 2005).

Es gibt zu der Anwendung von PET zur Erkennung maligner Lungentumoren viele Studien,
die fast alle positive Ergebnisse berichten. Sie geben eine Sensitivitit der Untersuchung bei
solitaren pulmonalen Rundherden von 80 %-100 % (Median: 87 %) und eine Spezifitat von
40 %-100% an (Median: 83 %) (Gupta et al., 1998; Lowe et al., 1998;0rino et al., 1998;
Prauer et al., 1998; Croft et al., 2002; Matthies et al., 2002; Herder et al., 2004). Insgesamt
scheint die Positronenemissionstomographie relativ sensitiv zu sein, d.h. maligne Lungen-
rundherde werden in hohem MaRe erkannt. Die Spezifitat der Methode ist unterschiedlich und
wird in manchen Untersuchungen als maRig bis schlecht beurteilt.

Wahrend die Bronchoskopie fur die Diagnostik zentraler Atemwegsprozesse, mediastinaler
Lymphknoten und der Lungentumoren (>3 cm) hervorragend geeignet ist und sehr gute Er-
gebnisse zeitigt, ist der diagnostische Erfolg der Bronchoskopie selbst mit Hilfe der Durch-
leuchtung bei peripheren solitdren Rundherden, die kleiner als 2 cm im Durchmesser sind,
gering und liegt bei malignen Rundherden dieser GréRenordnung in der Spanne von 10 % bis
50 %. Die Wahrscheinlichkeit, bei benignen solitdren pulmonalen Rundherden die korrekte
Diagnose stellen zu konnen, ist noch geringer (Cortese und McDougall, 1979; Reichenberger
et al., 1999; Baaklini et al., 2000). Aus diesem Grund wird z.B. bei einem Patienten mit solita-
rem Rundherd die praoperative Routinebronchoskopie nicht empfohlen, da sie nur selten In-
formationen liefert, die dazu flihren, dass das weitere VVorgehen wesentlich modifiziert wird
(Torrington und Kern, 1993).

Die transthorakale Feinnadelpunktion und —aspiration erfolgt heutzutage meist CT-gesteuert.

Die Sensitivitit der Methode bei der Diagnostik von solitaren Lungenrundherden ist abhéngig
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von der GroRe des Herdes, der Grolie der Nadel, der Anzahl der Treffer des Herdes und der
Erfahrung des Pathologen. In 4 % bis 41 % (Median: 21 %) konnte keine richtungsweisende
Diagnose erreicht werden. Dabei ist auffallig, dass Biopsien ohne Diagnose in 44 % der be-
nignen Ldsionen, dagegen nur in 8 % der malignen erzielt wurden (Levine et al., 1988; Gould
et al., 2007).

Als Komplikationen der Methode werden in erster Linie Pneumothoraces (25 %) beschrieben
(Cox et al., 1999; Tan et al.,2003). Die schwerwiegendste, kasuistisch beschriebene Kompli-
kation der perkutanen Biopsie ist das Auftreten einer Luftembolie mit Todesfolge (Winer-
Muram, 2006).

Ursachen des solitdren Lungenrundherdes

Die Ursachen des benignen solitaren pulmonalen Rundherdes sind vielféltig und geographisch
unterschiedlich. Wahrend verheilte oder aktive unspezifische granulomatdse Erkrankungen
wie Histoplasmose, Coccidioidomycose und Cryptococcose in Amerika etwa 20 % bis 30 %
der benignen Lungenrundherde ausmachen, ist diese Ursache in Europa nahezu bedeutungs-
los. Daflr zeigt die Tuberkulose wieder eine steigende Tendenz. Andere Ursachen benigner
solitarer pulmonaler Rundherde sind unspezifische Entziindung und Fibrose (Abb. 6), Lun-
genabszess, Rundpneumonie und Rundatelektase (Abb. 7), bronchogene Zyste, verheilter
Lungeninfarkt, Aspergillom, lokale Lungenblutung, arteriovendse Fistel und Hdmangiom. Die
Chondrohamartome bilden eine Gruppe von etwa 10 % der benignen Rundherde (Abb. 4).

Die Hauptursachen der malignen solitdren pulmonalen Rundherde sind nichtkleinzellige
Bronchialkarzinome (80 %), kleinzellige Bronchialkarzinome (5 %) und solitdre Lungenme-
tastasen extrapulmonaler Malignome (10 %). Selten sind Lymphome, adenoidzystische Kar-
zinome, Mucoepidermoidkarzinome, maligne Paragangliome u.a. (Duhaylongsod et al., 1995;
Lowe et al., 1998; Prauer et al., 1998; Gould et al., 2007).
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Abbildung 6: Axialer CT-Schnitt eines Thorax-CT nach iv-Kontrastmittelgabe. Man sieht
rechts einen solitaren Rundherd mit Spiculae, der der Pleura breitbasig aufsitzt. Histologisch

entspricht der Herd einem entziindlichen Prozess.

.

Abbildung 7: Axialer CT-Schnitt eines Thorax-CT nach iv-Kontrastmittelgabe. Man

siehtrechts einen pleuranahen Herd, der unregelméliig berandet ist und inhomogen Kon-

trastmittel aufnimmt. Histologisch handelt es sich um einen entziindlichen Prozess.
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Vorgehen nach Diagnose eines solitdren Lungenrundherdes

Vortest-Wahrscheinlichkeit der Malignitat und nicht-invasive Diagnostik

Bevor mehr oder weniger invasive Untersuchungen wegen eines solitdren pulmonalen Rund-
herdes angestrengt werden, ist es sinnvoll und wird empfohlen, eine individuelle Vortest-
Wabhrscheinlichkeit fir die Malignitat des jeweiligen Rundherdes abzuschatzen. Neben klini-
schen Erfahrungswerten fir die Malignitat eines solitdren pulmonalen Rundherdes gibt es
quantitative Modelle, die verschiedene unabh&ngige Pradiktoren fur Malignitat einsetzen. Zu
diesen Pradiktoren gehdren hoheres Alter, Rauchen, extrathorakale Tumoren in der Anamne-
se, Rundherddurchmesser, unregelmaRige und gezackte Berandung (spiculae) des Rundherdes
und Lokalisation des Rundherdes in den Oberlappen (Swensen et al., 1999; Herder et al.,
2005). Die Genauigkeit in der Vorhersage der Dignitéat speziell des oben genannten Mayo-

Modells entspricht der Genauigkeit des Expertenurteils (Swensen et al., 1999).

Der zweite Schritt nach Diagnose eines solitdren pulmonalen Rundherdes ist die Kontrolle
friherer Réntgenbilder bzw. CT-Bilder nach diesem Rundherd. Wenn der Rundherd nur mit-
tels Thoraxrontgenaufnahme diagnostiziert wurde, wird ein Thorax-CT mit Kontrastmittel
angefertigt. Der Grund fiir den Versuch des Rickverfolgens des solitaren Rundherdes auf
Rontgenbild bzw. Computertomogramm ist, dass die Tumorverdopplungszeit eines malignen
Rundherdes nur sehr selten langer als 300 Tage ist (aufler in Screening Studien mit
Subcentimeter-Rundherden), d.h. wenn ein Rundherd in der Thoraxubersichtsaufnahme zu
sehen ist und Uber zwei Jahre stabil geblieben ist, d.h. kein oder kein erkennbares Wachstum
zeigt, ist dies ein deutlicher Hinweis auf die benigne Natur des Rundherdes. In diesem Fall
wird keine weitere Diagnostik oder Therapie empfohlen (Gould et al., 2007). Eine Ausnahme
von dieser Regel bilden Milchglasverdichtungen, die ein langsam wachsendes
bronchioloalveoldres Karzinom reprasentieren kdnnen und wesentlich langere Tumorverdopp-
lungszeiten (813 £ 375 Tage) haben konnen (Yankelevitz und Henschke, 1997; Hasegawa et
al., 2000; Henschke et al., 2002).

Ein Lungenrundherd, der ein Muster von Verkalkungen hat, das charakteristisch fur benigne
Rundherde ist (Abb. 2,3) (z.B. zentral kreisformig, Popcorn-Muster u.a.) (Abb. 3), bedarf
ebenfalls keiner weiteren Diagnostik und/oder Therapie (Siegelman et al., 1986). Diese Emp-
fehlung entspringt der groBen Erfahrung, die man in den USA auf Grund der endemischen
granulomatésen Lungenerkrankungen hat (s.0.), wird aber in Mitteleuropa oft nicht umge-

setzt.
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Der néchste Schritt in der nicht invasiven Diagnostik ist die Entscheidung, ob im aktuell vor-
liegenden Fall eine Positronenemissionstomographie (FDG-PET) sinnvoll ist. Diese ist sicher
nicht sinnvoll bei Rundherden, die im Durchmesser unter 8 — 10 mm liegen (Herder et al.,
2004; Gould et al., 2007). Wenn bei grofieren solitaren pulmonalen Rundherden die Vortest-
Wabhrscheinlichkeit >60 % fir ein Malignom spricht, wird auch ein negatives PET das weitere
Vorgehen, i.e. invasive Diagnostik und operative Malinahmen, nicht beeinflussen, so dass der
Einsatz des PET auch in diesem Fall nicht sinnvoll ist (Gould et al., 2007).

Der PET-Einsatz kann dann sinnvoll und auch kosteneffektiv sein, wenn die klinische
Vortest-Wahrscheinlichkeit eines malignen Prozesses relativ niedrig ist (5 %-60 %), und es
sich um einen eher uncharakteristischen solitdren Rundherd (d.h. kein deutlich benignes Aus-
sehen im CT) handelt. In diesem Fall vermeidet man, wenn das PET negativ ist, invasive

MalRnahmen, sollte aber flir zwei Jahre eine radiologische Kontrolle folgen lassen.

Nach Ausschopfung der nicht-invasiven diagnostischen MalRnahmen verbleiben flr das weite-
re Vorgehen mehrere Alternativen: Operation, Biopsie des Herdes, Abwarten und Kontrolle
(,,watchful waiting*). Das chirurgische Vorgehen ist der Goldstandard der Diagnostik des
solitaren pulmonalen Rundherdes und der Goldstandard der definitiven Behandlung des ma-
lignen solitdren pulmonalen Rundherdes, sollte aber wegen der Risiken des jeweiligen Ein-
griffes vermieden werden, wenn benigne solitdre Rundherde vorliegen. Die Biopsie ist zwar
prinzipiell in der Lage, die Dignitat des Rundherdes zu kléren, ist aber invasiv, potenziell ris-
kant und fuhrt oft nicht zur Diagnose. Abwarten mit regelméaiiger Kontrolle vermeidet die
unnétige Operation bei Patienten mit benignem solitaren Rundherd, verzdgert aber im Falle
der Malignitéat des Rundherdes Diagnose und Therapie und geht auBerdem mit einer gewissen
Strahlenbelastung auf Grund der Kontrolluntersuchungen einher.

In den Diagnosis and Management of Lung Cancer - ACCP Guidelines von 2007 wird als
Losung dieser Problematik folgendes Vorgehen vorgeschlagen: ,,Watchful waiting” wird
empfohlen, wenn die Wahrscheinlichkeit der Malignitét des solitdren Rundherdes kleiner als
3 % ist, die Operation ohne weitere Diagnostik wird empfohlen, wenn die Wahrscheinlichkeit
der Malignitéat des Rundherdes gréRer als 68 % ist, und die Biopsie des Herdes wird empfoh-
len, wenn die Wahrscheinlichkeit der Malignitat des Rundherdes zwischen 3 % und 68 %
liegt (Gould et al., 2007).

Wenn man jedoch die Kriterien, die man zur Abschédtzung der Wahrscheinlichkeit der Malig-
nitat benutzen kann, auf ihre Aussagekraft tberpriift, so erkennt man aus den oben genannten

Studien, die eine enorme Streubreite der Ergebnisse zeigen, dass die Abschéatzung der Malig-
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nitat mit einem hohen bis sehr hohen Unsicherheitsfaktor belastet ist, der sicher eine Tendenz
zur Mitte, vielleicht auch zu invasiverem Vorgehen generiert.

Zwei weitere Faktoren, die die Entscheidung zum Vorgehen beeinflussen, sind die
Komorbiditaten des Patienten und als wichtigster und endgultig bestimmender Faktor der
Wunsch des Patienten.

Watchful Waiting

Generell ist eine zwei Jahre anhaltende Stabilitdt ohne radiologische Zeichen des Wachstums
im CT ein deutliches Zeichen der benignen Natur eines solitdren Lungenrundherdes. Das op-
timale Zeitintervall zwischen den Kontrollen ist nicht klar, es ist jedoch géngige klinische
Praxis, die follow-up CT-Untersuchungen nach Diagnose eines vermeintlich benignen Rund-
herdes nach 3, 6, 12 und 24 Monaten zu machen. Haufigere Kontrollen missen bei einer gro-
Reren Unsicherheit in der Beurteilung der Benignitat gemacht werden, weniger haufige kon-
nen beim Subcentimeter-Rundherd erwogen werden. Es ist wichtig, immer im Auge zu behal-
ten, dass die geschatzte Vortest-Wahrscheinlichkeit zusammen mit den radiologischen Unter-
suchungen nie ein Malignom ausschlieen kdnnen.

Invasive Diagnostik

Wie schon beschrieben liegt der diagnostische Erfolg der Bronchoskopie bei peripheren ma-
lignen solitdren pulmonalen Rundherden, die kleiner als 2 cm im Durchmesser sind, bei et-
wal0 % bis 50 %. Die Wahrscheinlichkeit, bei benignen solitdren Rundherden die korrekte
Diagnose stellen zu kénnen, ist noch geringer (Cortese und McDougall, 1979; Reichenberger
et al., 1999; Baaklini et al., 2000). Ob bei den Patienten mit Raumforderungen von weniger
als 2 cm Durchmesser routinemaRig eine Bronchoskopie erfolgen sollte, ist unklar; es gibt
dafur keine ausreichenden Evidenzen.

Die Fehlerquote bei der CT-gestitzten transthorakalen Punktion liegt zwischen 4 % bis 41 %
(Median: 21 %), jedoch bestehen bei dieser Methode hohere Sensitivitdten als bei der
Bronchoskopie (Ohno et al., 2003).

Insgesamt ist es schwer, den Stellenwert dieser beiden diagnostischen Malinahmen beim soli-
taren pulmonalen Rundherd zu beschreiben. In den ACCP Evidence-Based Clinical Practice
Guidelines (2nd Edition, 2007) kommt er folgendermal3en zum Ausdruck:

Bei Patienten, die einen unbestimmten solitaren pulmonalen Rundherd mit einem Durchmes-
ser von mindestens 8-10 mm haben und die Kandidaten flr eine chirurgische Therapie sind,
ist unter folgenden Umsténden eine Diagnostik mit Bronchoskopie oder transthorakaler Punk-

tion angezeigt:
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(1) wenn Vortest-Wahrscheinlichkeit und radiologische Zeichen sich widersprechen, z.B.
wenn die Vortest-Wahrscheinlichkeit der Malignitdt hoch und der Rundherd im FDG-PET
nicht leuchtet, d.h. nicht hypermetabol ist,

(2) wenn die Diagnose eines benignen solitaren Herdes wahrscheinlich ist, und im Falle der
Korrektheit der Diagnose eine spezifische medikamentdse Behandlung notwendig waére,

(3) wenn ein voll informierter Patient den Beweis der Diagnose ,,maligner Rundherd vor der
operativen Therapie winscht und insbesondere dann, wenn das operative Risiko bei diesem
speziellen Patient hoch ist. (Der Grad dieser Empfehlungen ist allerdings 2C, d.h ,,uncertain®.)
Operative Diagnostik und Therapie

Das chirurgische Vorgehen ist wie oben schon erwahnt der Goldstandard der Diagnostik.
Wenn der solitdre pulmonale Rundherd sich nach atypischer Resektion dann in der Schnell-
schnittuntersuchung als primares Bronchialkarzinom erweist, ist die folgende Lobektomie die
definitive und potenziell kurative Behandlung.

Jedoch auch die Schnellschnittuntersuchung hat Limitationen. Bei Rundherden, die kleiner als
1,1 cm im Durchmesser waren, konnten maligne Tumoren nur mit einer Sensitivitat von 86,9
% identifiziert werden und bei Rundherden mit einem Durchmesser von 1,1 bis 1,5 cm mit
einer Sensitivitat von 94,1 %. Die Spezifitat betrug in beiden Gruppen 100% (Marchevsky et
al., 2004). Bei Patienten mit eingeschrankter kardialer und/oder pulmonaler Reserve sind aty-
pische Resektion oder Segmentresektion beim malignen solitéaren Lungenrundherd akzeptable
Behandlungsmodi, obwohl sie mit einer hdheren Rezidivrate einhergehen (Warren und Faber,
1994; Ginsberg und Rubinstein, 1995).

Die Empfehlungen in den Leitlinien (insbes. des ACCP) gehen dahin, dass bei Patienten mit
ausreichender kardiopulmonaler Reserve und mit einem unbestimmten solitdren Rundherd,
der mindestens 8-10 mm im Durchmesser groR ist, in den meisten Fallen eine chirurgische
Diagnose anzustreben ist und dass bei Bestatigung der Malignitat des Rundherdes in der glei-

chen Narkose eine Lobektomie mit mediastinaler Lymphknotendissektion folgen sollte.

Der Sonderfall des solitdren Subcentimeter-Lungenrundherdes

Wie oben erwahnt ist die Wahrscheinlichkeit der Malignitét eines solitdren Lungenrundherdes
sehr stark abhéngig von seiner GroRe. So betrégt die Wahrscheinlichkeit der Malignitét bei
einem solitdren Rundherd, der kleiner als 5 mm im Durchmesser ist, weniger als 1 % und bei
einem solitdren Rundherd, dessen Durchmesser zwischen 5 mm und 9 mm liegt, 2,3-6 %
(Gohagan et al., 2004; Henschke et al., 2004). Aktuell gibt es keinen Beweis, dass die friihe

Diagnose eines malignen solitdren Subcentimeter-Lungenrundherdes die Mortalitat senkt.
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Ausdruck randomisierter Studien dazu (The National Lung Screening Trial, The NELSON
Trial) ist das ACCP Statement, dass ein Niedrigdosis-CT screening fiir das Bronchialkarzi-
nom generell nicht zu empfehlen ist, es sei denn in Studien.

Uber den Umgang mit solitaren Subcentimeter-Lungenrundherden gibt es zwar differenzierte
ACCP-Empfehlungen, diese sind aber mit dem niedrigsten Empfehlungsgrad 2C — uncertain —
versehen.

So sollen Patienten ohne Vortest-Wahrscheinlichkeit fir Malignitdt und mit einem solitaren
Lungenrundherd <4 mm im Durchmesser nicht nachuntersucht werden, jedoch Patienten mit
einem solitaren Lungenrundherd >4 bis 6 mm im Durchmesser nach 12 Monaten und mit ei-
nem solitdren Lungenrundherd >6 bis 8 mm im Durchmesser nach 6 bis 12 Monaten mittels
Computertomographie  kontrolliert werden. Patienten mit solitdren Subcentimeter-
Lungenrundherden und Risikofaktoren fur ein Bronchialkarzinom sollen dagegen auch dann

kontrolliert werden, wenn der Rundherd einen Durchmesser von weniger als 4 mm hat.

Genetische Aberrationen, Tumormarker, Autoantikorperprofile
Computertomographische Untersuchungen zum Screening von Patienten mit hohem Risiko
fur ein Bronchialkarzinom fuhren, wie beschrieben, zur Entdeckung von solitédren pulmonalen
Rundherden, deren Pravalenz in der Bevolkerung zwischen 8 % und 51 % liegt, wéhrend die
Prévalenz maligner SPNs mit 1,1 % bis 12 % angegeben wird (Veronesi et al., 2006; Hensch-
ke et al., 2004; Gohagan et al., 2004; Li et al., 2004; Swensen et al., 2003; Nawa et al., 2002;
Henschke et al., 2001; Diederich et al., 2000).

Mittels Computertomographie lassen sich damit Bronchialkarzinome in einem friihen Stadium
entdecken, und aus der konsekutiven, potenziell kurativen Resektionsbehandlung resultiert
eine gute Prognose mit 5-Jahresiiberlebensraten von 60 % bis 80 % (Tockman, 1986; Moun-
tain, 1997; Manser et al., 2005; The International Early Lung Cancer Action Program
Investigators, 2006).

Die Préavalenz der Gesamtheit der solitdaren pulmonalen Rundherde ist deutlich héher als die
Préavalenz der solitdren malignen Rundherde und die Differentialdiagnose schwierig. Es resul-
tiert eine grofRe Zahl falsch positiver maligner Rundherde, so dass schlieBlich Patienten mit
benignen Rundherden operiert werden, ohne dass in Wirklichkeit die Notwendigkeit dazu
besteht. Daraus ergibt sich eine Erh6hung der Gesamtzahl der operationsbedingten Todesfélle
und Komplikationen (Artinian und Kvale, 2005; Marshall, 2008; Reich, 2008). Dies ist neben
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anderen Grinden ein Grund zur Aussage des ACCP und anderer medizinischer Gesellschaf-

ten, dass ein CT Screening flr das Bronchialkarzinom aktuell nicht angebracht sei.

In Bronchialkarzinomzellen gibt es multiple genetische Aberrationen. Diese betreffen alle
Lungentumoren, und sie sind unabhangig vom histologischen Subtyp des Karzinoms. Mutati-
onen im p53-Tumorsuppressorgen treten dabei am hdufigsten auf. So zeigen etwa 50 % der
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome und mehr als 70 % aller kleinzelligen Bronchialkarzi-
nome Mutationen im p53-Gen (Pfeifer et al., 2002). Weitere haufige Auffalligkeiten sind St6-
rungen im Retinoblastom-Signalweg und der Verlust der Heterozygotie des kurzen Arms von
Chromosom 3. Bei etwa 90 % der hochmalignen neuroendokrinen Bronchialkarzinome wurde
eine fehlende Rb-Expression beschrieben (Beasley et al., 2003), und in mehr als 80 % der
Bronchialkarzinome lie3en sich ein Verlust eines oder mehrerer Allele, die auf dem kurzen
Arm von Chromosom 3 lokalisiert sind, nachweisen. Dariiber hinaus wird auch die Uberex-
pression von Genen, z.B. auf dem langen Arm von Chromosom 3 beschrieben (Comtesse et
al., 2007). Eine weitere Studie ergab eine erhdhte Frequenz von Chromosomenbriichen in
diesem Bereich bei aktiven Rauchern (Stein et al., 2002).

Die Analysen der pathologischen genetischen Besonderheiten im Tumorgewebe sind wichtig
zum Verstandnis des Tumorgeschehens, sie bringen aber keine Fortschritte in der nicht-
invasiven Frihdiagnostik. Eine friihe Diagnose eines Tumors konnte im Idealfall durch soge-
nannte Tumormarker gestellt werden, das sind Proteine, Peptide oder andere chemische Ver-
bindungen in Blut und anderen Koérperflissigkeiten, deren erhdhte Konzentration auf einen
bestimmten Tumor oder ein Rezidiv eines bestimmten Tumors schlielen lasst, wie z.B. -1-
Fetoprotein bei Keimzelltumoren und NSE (Neuronenspezifische Enolase) beim kleinzelligen
Bronchialkarzinom. Beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom sind die Marker
carcinoembryonic antigen (CEA), cytokeratin 19 fragment 21-1 (CYFRA 21-1), squamous
cell carcinoma antigen (SCC antigen), neuron-specific enolase (NSE), progastrin-releasing
peptide (ProGRP), tumor M2-pyruvate kinase (Tumor M2-PK) und das C-reaktive Protein
(CRP) bisher untersucht und zum Einsatz gekommen (Molina et al., 2003; Greenberg und
Lee, 2007). Auf Grund ihrer geringen Spezifitat sind alle Tumormarker (mit Ausnahme von
a-1-Fetoprotein und B-HCG bei Keimzelltumoren) jedoch nur zur Verlaufskontrolle und nicht
zu primérer Diagnostik und Differenzialdiagnostik geeignet.

Der ideale Tumormarker fur den diagnostischen Einsatz sollte sensitiv und spezifisch sein, er
sollte friih und beim asymptomatischen Patienten auftreten und eine lange Halbwertszeit auf-

weisen.

19



Tumor induzierte Autoantikorper erfullen einige dieser Kriterien. Das Immunsystem reagiert
auf eine maligne Erkrankung und kann durch den Tumor veranderte Proteine und vom Tumor
in das Blut sezernierte Proteine erkennen und entsprechend Antikdrper gegen diese Tumor
assoziierten Proteine bilden (Sahin et al., 1995). Die am haufigsten nachgewiesenen Antikor-
per gehdren zur Immunglobulin G —Klasse ( Blaes et al., 2000; Preuss et al., 2002). Ig G An-
tikorper haben eine lange Halbwertszeit von etwa 23 Tagen (Lobo et al., 2004), sie liegen im
Serum in einer relativ hohen Konzentration von 9,5-12,5 mg/ml vor, und ihr Nachweis ist
wenig aufwendig und relativ kostenglinstig. Dartiber hinaus konnten Tumor spezifische An-
tikorper bis zu 5 Jahre vor einer symptomatischen Tumorerkrankung nachgewiesen werden
(Chapman et al., 2008).

Die Mechanismen, die dazu flhren, dass Tumorproteine immunogen werden, werden noch
nicht vollstdndig verstanden. Es gibt z.B. Antigene, die nur in Tumorgewebe und in
Testisgewebe (,,cancer-testis antigens®) exprimiert werden. Sogenannte Differenzierungsanti-
gene werden in Tumorgewebe und Normalgewebe exprimiert (Schmits et al., 2002).

Dariiber hinaus sind die Produkte viraler, mutierter, berexprimierter und amplifizierter Gene
potenziell immunogen (Scanlan et al., 1998; Herve et al., 2002; Comtesse et al., 2007). Auch
Spleillvarianten und Proteine mit verdnderter posttranslationaler Modifizierung kénnen im-

munogen werden (Sahin et al., 1999).

Bei Patienten mit Hirntumoren konnte eine humorale Immunantwort nachgewiesen werden,
die zu einer frihen Diagnose des Tumors geeignet war (Comtesse et al., 2005).

Die Untersuchung einzelner Autoantigene beim Bronchialkarzinom zeigte aber auch, dass
hier niedrige Sensitivitidt und Spezifitdt den Einsatz in der Diagnostik und Differenzialdiag-
nostik limitieren (Yamaguchi et al., 2000; Tireci et al., 2006; He et al., 2007).

Studien bei Hirntumoren (Comtesse et al., 2005), bei Prostatakarzinomen (Wang et al.,
2005)und bei Mammakarzinomen (Pavoni et al., 2004) versuchten diese Schwéche dadurch
auszugleichen, dass fiir jede Tumorentitat individuelle, eigens zusammengestellte Sets von
verschiedenen immunogenen Antigenen eingesetzt wurden. Vergleiche von kleineren Grup-
pen von Markern (bekannte Antigene, Tumor assoziierte Proteine, andere Serumproteine wie
z.B. p53, HER2, CEA, GAGE?7, alpha 1-antitrypsin) bei Patienten mit Bronchialkarzinomen
und gesunden Probanden erbrachten Hinweise darauf, dass diese Methode ein hoheres Poten-
zial in der Diagnostik eines Bronchialkarzinoms als die Untersuchung singulérer Marker hat
(Zhong et al., 2004; 2005; 2006; Patz et al., 2007; Chapman et al., 2008).
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Unter Verwendung von 82 Antigenen, die zuvor mittels SEREX —Screening (serological iden-
tification of antigens by recombinant expression cloning) als immunogen identifiziert worden
waren, wurden die Seren von 39 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Lunge und die
Seren 40 gesunder Probanden mittels serologischer Spotassays untersucht. Die Seren der Pati-
enten mit Plattenepithelkarzinom konnten von den Seren der Gesunden mit einer Sensitivitat
von 92,9 %, einer Spezifitat von 93,1 % und einer Genauigkeit von 93,0 % getrennt werden
(Leidinger et al., 2008).

Mit der gleichen Methode konnten ahnlich hohe Sensitivitaten und Spezifitdten auch bei an-
deren Tumorentitaten im Vergleich mit gesunden Probanden und Patienten mit benignen, in
erster Linie entziindlichen Erkrankungen gefunden werden (Keller et al., 2009).

Die gleiche Autorengruppe untersuchte weiterhin 47 Seren von Patienten mit Bronchialkarzi-
nom, 80 Kontrollseren und 26 Seren von Patienten mit nicht-malignen Lungenerkrankungen.
In einem Primarscreening mittels Proteinmacroarrays wurden 38016 E. coli exprimierte Prote-
ine einer ,fetal brain®“ cDNA Expressionsbibliothek eingesetzt. Davon erwiesen sich 1827
Peptidklone als reaktiv, die dann auf ,,customized macroarrays* mit den zu untersuchenden
Seren gescreent wurden. Dabei wurden eine Sensitivitat von 97,9 %, eine Spezifitat von 97,0
% und eine Genauigkeit von 97,6 % erreicht (Leidinger et al., 2010).

Es hat sich damit gezeigt, dass mit Hilfe einer Vielzahl von Autoantikdrpern im Serum des zu
Untersuchenden die Unterscheidung Patient mit Bronchialkarzinom — gesunder Patient mog-
lich ist. Dartiber hinaus ist es auch gelungen, mit dieser Methode entzlindliche Krankheitsbil-

der und Malignome zu trennen.

Von den fuhrenden nationalen und internationalen Fachgesellschaften sind in den letzten Jah-
ren Leitlinien zur Abklarung eines solitaren Lungenrundherdes verdffentlicht worden. Die
aktuellsten und am meisten beachteten Leitlinien stammen von der Fleischner Society
(Macmahon et al., 2005) und vom American College of Chest Physicians (Gould et al., 2007).
Die Diagnostik basiert dabei immer auf radiologischen, ggfs. nuklearmedizinischen Metho-
den. Nach wie vor bleibt der solitdre Lungenrundherd aber ein diagnostisches Problem, und
selbst wenn die Malignitat eines individuellen solitaren Herdes als wenig wahrscheinlich an-
gesehen wird, flhrt die verbleibende Unsicherheit zumindest zu wiederholten Kontrollunter-
suchungen, die den Patienten einer Strahlenbelastung unterwerfen, so dass diese Leitlinien

wiederum fir ,,jungere* Patienten keine Gultigkeit besitzen.
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Dariiber hinaus sind viele solitdre Lungenrundherde die frilhen Formen von Bronchialkarzi-
nomen, die dann, wenn eine T1NO-Erkrankung vorliegt, chirurgisch potenziell kurativ
therapierbar sind, so dass eine gute Prognose resultieren kann. Diese Tumoren rechtzeitig zu
diagnostizieren, ist das Ziel von Screening Untersuchungen. Aktuell ist der Focus dabei in
erster Linie auf radiologische Methoden gerichtet. Es besteht aber zur Zeit Ubereinstimmung
in den Leitlinien der nationalen und internationalen Gesellschaften, dass ein Niedrigdosis-CT
Screening nur in Studien empfohlen wird (Bach et al., 2007; Midthun und Jett, 2009).

In der vorliegenden Arbeit soll geklart werden, ob durch Seroreaktivitatsprofile (Autoantikor-

perprofile) ein Beitrag zur Diagnostik und Differenzialdiagnostik des solitdren Lungenrund-

herdes und damit auch zum Bronchialkarzinom Screening geleistet werden kann.
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Material und Methoden

Patientenseren

Patienten, bei denen wegen eines Bronchialkarzinoms oder wegen des Verdachtes auf ein
Bronchialkarzinom eine Thorakotomie bzw. eine diagnostische Thorakotomie, jeweils mit
Resektionsbehandlung, erfolgte, wurde vor der Operation, und zwar unmittelbar nach Einlei-
tung der Narkose, eine Blutprobe entnommen. Die Patienten hatten dazu nach erfolgter Auf-
klarung ihre Einwilligung erteilt. Flr die Studien ,,Neue potenzielle Marker fur Diagnose und
Prognose nicht-kleinzelliger Bronchialkarzinome* und nachfolgend fiir
»Seroreaktivitatsmuster (Autoantikdrperprofile) zur minimal invasiven Diagnostik von Bron-
chialkarzinomen* liegen positive Voten der Ethik-Kommission der Arztekammer des Saar-
landes vor.

Das Serum wurde aus den Blutproben isoliert und in aliquoten Teilen bei minus 70° C tiefge-

froren.

Unter den Patienten, von denen préoperative Serumproben vorliegen (n=673), konnte eine
Subgruppe von Patienten, die wegen eines solitaren Lungenrundherdes operiert wurden, iden-
tifiziert werden. Diese Subgruppe ist Gegenstand der vorliegenden Untersuchung. Sie besteht
aus insgesamt 148 Patienten bzw. deren Seren.

Der Zeitraum der Akquisition des Hauptanteils (n=143) der Seren liegt zwischen November
2005 und November 2009. Flnf Seren stammen von einer frilheren Patientengruppe aus den
Jahren 1999 bis 2001.

Die Gemeinsamkeit der 148 Patienten dieser Subgruppe ist der solitére pulmonale Rundherd,
der endobronchial nicht nachweisbar war und von dem préoperativ keine histologische Diag-
nose vorlag. Die histologische Diagnose des jeweiligen Befundes, der préoperativ als
Rundherd imponierte, erfolgte vorlaufig und intraoperativ am Kryoschnitt und schlieBlich
endgultig und postoperativ am Paraffinschnitt und nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung, unter
Umsténden nach zusatzlichen und speziellen immunhistochemischen Untersuchungen. Die
Diagnosen und die Tumorstadien sind somit alle histopathologisch gesichert, d.h. bei den
Bronchialkarzinomen sind die Tumorstadien alle formal pT1 pN0-2 cMO0 (UICC, 6. Auflage,
2002).

Die Patientenseren stammten von 51 Patienten mit Bronchialkarzinom im Stadium T1NO, von
9 Patienten im Stadium T1N1 und von 4 Patienten im Stadium T1N2. Weitere 19 Seren

stammten von Patienten mit benignen Lungentumoren, 35 Seren von Patienten mit Metasta-
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Nr.

10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

sen von Tumoren extrathorakaler Organe und 30 Seren von Patienten mit entzlindlich beding-

ten und anderen nicht-tumordsen pulmonalen Rundherden (Tabellen 1-6).

Als Kontrollgruppe dienten 48 Seren von gesunden Blutspendern. Bei keinem der Blutspen-

der war nach Anamnese, klinischer Untersuchung und nach der Akte des Instituts flr Klini-

sche Hamostaseologie und Transfusionsmedizin eine vorbestehende Erkrankung bekannt.

Tabellen der Rohwerte

Tabelle 1: Patienten mit Bronchialkarzinom im Tumorstadium pT1 pNO cMO (UICC, 2002)

(PEC: Plattenepithelkarzinom; sclc: kleinzelliges Karzinom; Adeno-Ca: Adenokarzinom;

BAC: bronchioloalveolédres Karzinom; A-squa. Ca: Adenosquamdses Carcinom; grof3z. Ca:

groRzelliges Karzinom (WHO, 2001))

Archiv-

Nr.

10

63

290

295

304

318

321

336

337

349

358

363

367

369

371

397

Alter

74

78

57

79

54

82

81

51

72

69

84

59

67

78

78

69

Op.-datum

30.12.98

15.06.00

27.02.06

13.03.06

03.04.06

22.05.06

12.06.06

24.07.06

24.07.06

04.09.06

02.10.06

16.10.06

23.10.06

30.10.06

13.11.06

12.02.07

Resektionsverfahren

Res. re. OL

ML Resektion

Res. re. OL

Res. re. OL

Res. re. OL

ML Resektion

Res. re. UL

ML Resektion

Res. S2 re.
Res. li. OL
Res. re. UL
Res. li. OL
Res. re. OL
Res. li. OL
Res. li. UL
Res. li. UL
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Histologische
Diagnose
PEC

PEC

sclc
Adeno-Ca
Adeno-Ca
PEC
Adeno-Ca
Adeno-Ca
PEC

PEC

PEC

PEC

PEC
Adeno-Ca
PEC

Adeno-Ca

TNM
(UICC 2002)
T1NO
T1NO
T1NO
T1NO
T1NO
T1NO
T1MGeno-Ca
T1NO
T1NO
T1NO
T1NO
T1NO
T1NO
T1NO
T1NO

T1NO



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

3L

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

415

416

426

429

431

448

453

464

469

475

485

503

534

548

551

553

563

564

566

567

585

592

602

617

618

621

625

630

632

634

637

73

78

73

69

75

64

62

71

70

74

53

64

66

54

57

72

64

71

53

62

62

47

58

55

60

70

76

66

60

54

67

02.04.07

02.04.07

30.04.07

30.04.07

07.05.07

11.06.07

18.06.07

16.07.07

23.07.07

07.01.08

03.03.08

01.04.08

20.05.08

25.06.08

30.06.08

30.06.08

28.08.08

01.09.08

08.09.08

08.09.08

27.10.08

10.11.08

05.01.09

09.03.09

16.03.09

23.03.09

06.04.09

04.05.09

11.05.09

18.05.09

25.05.09

Res. re. UL

Res. li. OL

Res. re. OL

Res. re. OL

inf. Bilobektomie
ML Resektion
Res. re. OL

Res. re. UL

Res. li. OL

Res. re. OL
atyp. Res. li. OL
Res. re. OL

Res. S11i.

ML Resektion

Res. li. OL
Res. re. OL
Res. li. UL

atyp. Res. re. OL
Res. re. OL
Res. li. OL
Res. re. OL
Res. re. OL
Res. li. OL
Res. re. OL
Res. re. OL
Res. li. OL
Res. li. OL
Res. re. OL
Res. li. OL
Res. li. OL

atyp. Res. re. UL
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Adeno-Ca
Adeno-Ca
PEC
PEC
PEC
Karzinoid
BAC
PEC
Adeno-Ca
PEC
Karzinoid
Adeno-Ca
PEC
BAC
Adeno-Ca
Adeno-Ca
BAC
PEC
PEC
Adeno-Ca
Adeno-Ca
PEC
A-squa Ca
Adeno-Ca
Adeno-Ca
Adeno-Ca
PEC
Adeno-Ca
PEC
PEC

PEC

TINO

TINO

TINO

T1NO

T1NO

T1NO

TINO

TINO

TINO

T1NO

T1NO

T1NO

TINO

TINO

TINO

T1NO

T1NO

TINO

TINO

TINO

T1NO

T1NO

T1NO

TINO

TINO

TINO

T1NO

T1NO

T1NO

TINO

TINO



48.

49.

50.

51.

Nr.

Nr.

638

645

648

664

71 m
62 m
61 m
55 f

25.05.09

13.07.09

27.07.09

28.09.09

Res. li. OL

inf. Bilobektomie

Res. li. OL

Res. li. UL

Adeno-Ca

PEC

Karzinoid

Adeno-Ca

Tabelle 2: Patienten mit Bronchialkarzinom im Tumorstadium pT1pN1cMO

Archiv-

Nr.

27

44

78

308

343

353

492

493

578

Alter  Geschlecht

60 m
67 m
51 m
56 m
83 f
81 m
57 f
68 m
64 f

Op.-datum  Resektionsverfahren

19.05.99

20.10.99

25.09.00

10.04.06

21.08.06

18.09.06

28.06. 99

17.03. 08

16.10. 08

Res. li. OL
Res. re. OL
Res. li. OL
Res. re. OL
Res. li. OL
Res. li. OL
Res. li. OL
Res. li. OL
Res. li. UL

Histologie

grofz. Ca
PEC

Adeno-Ca
Adeno-Ca
Adeno-Ca
PEC

Adeno-Ca
Adeno-Ca

Adeno-Ca

Tabelle 3: Patienten mit Bronchialkarzinom im Tumorstadium pT1pN2cMO

Archiv

Nr.

326

419

481

504

Alter  Geschlecht

78 f
66 m
49 f
70 f

Op.-datum

26.06.06

03.04.07

25.02.08

02.04.08

Resektionsverfahren

Resre. OL

Res. li. OL

Res. re. UL

Res. li. OL
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Histologie

Adeno-Ca
PEC
Adeno-Ca

Adeno-Ca

TINO
TINO
TINO

T1NO

TNM
(UICC 2002)
TIN1
TIN1
TIN1
TIN1
TIN1
TIN1
TIN1
TIN1

TIN1

TNM
(UICC 2002)
TIN2
TIN2
TIN2

TIN2



Tabelle 4: Patienten mit solitdren Lungenmetastasen extrathorakaler Malignome

Nr. Archiv- Alter Geschlecht Op.-datum Resektionsverfahren Histologie
Nr. des Primartumors
1. 255 67 m 07.11.05 atyp. Res. re. UL Adeno-Ca
v.colorectalen Typ
2. 258 67 f 14.11.05 Res. re. UL Hypernephrom
3. 259 68 f 14.11.05 Res. re. UL Adeno-Ca
v. colorectalen Typ
4. 260 60 m 21.11.05 atyp. Res. re. OL Adeno-Ca
v. colorectalen Typ
5. 266 69 m 29.11.05 Res. li. UL Urothelkarzinom
6. 271 65 f 12.12.05 atyp. Res. re. OL Mamma-Ca
7. 278 67 f 02.01.06 atyp. Res. + Thoraxwand- Mamma-Ca
resektion
8. 294 54 f 13.03.06 atyp. Res. + Thoraxwand- Mamma-Ca
resektion, Pleurektomie
9. 309 76 f 08.05.06 atyp. Res. + Thoraxwand- Mamma-Ca
resektion
10. 322 72 F 12.06.06 atyp. Res. S6 re. Adeno-Ca
v. colorectalen Typ
11. 323 79 f 12.06.06 atyp. Res. re. OL Adeno-Ca
v. colorectalen Typ
12. 327 80 f 03.07.06 atyp. Res. re. UL Adeno-Ca
v. colorectalen Typ
13. 328 57 m 03.07.06 atyp. Res. re. OL Hypernephrom
14. 350 61 f 11.09.06 Res. li. OL Adeno-Ca
v. colorectalen Typ
15. 375 62 f 20.11.06 Res. li. OL Adeno-Ca
v. colorectalen Typ
16. 382 70 m 11.12.06 atyp. Res. Lingula Mamma-Ca
17. 395 42 m 05.02.07 ML Resektion Chorion-Ca
18. 404 69 m 05.03.07 Res. li. UL Adeno-Ca
v. colorectalen Typ
19. 409 66 f 19.03.07 Res.der basalen Segmente  Histiozytom
li. UL
20. 411 69 f 19.03.07 Res.der basalen Segmente  Adeno-Ca
li. UL v. colorectalen Typ
21. 434 63 f 11.05.07 Res. re. UL Adeno-Ca
v. colorectalen Typ
22, 437 71 m 21.05.07 atyp. Res. li. OL Urothel-Ca
23. 442 68 F 01.06.07 atyp. Res. + Pleurektomie  Mamma-Ca
24. 447 69 f 08.06.07 atyp. Res. + Pleurektomie  Mamma-Ca
25. 467 70 m 23.07.07 atyp. Res. li. UL Adeno-Ca
v. colorectalen Typ
26. 468 78 f 23.07.07 Res. re. UL Adeno-Ca
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217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Nr.

10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

502

541

546

570

573

577

600

639

643

Archiv-
Nr.
251
247
277
283
298
311
341
345
348
354
362
372
374
377
387
398

420

72

20

54

65

64

73

64

74

72

Alter

82

55

46

46

58

59

73

58

62

57

54

63

77

69

74

63

69

Geschlecht

f

31.03.08
06.06. 08
16.06.08
17.09. 08
25.09. 08
13.10. 08
11.05.09
08.06. 09

06.07. 09

Op.-datum
31.10.05
19.12.05
20.12.05
16.01.06
20.03.06
08.05.06
21.08.06
28.08.06
04.09.06
18.09.06
09.10.06
13.11.06
20.11.06
27.11.06
18.12.06
12.02.07

16.04.07

v. colorectalen Typ

atyp. Res. re. OL Urothelkarzinom

atyp. Res. li. OL Plasmozytom
Res. re. OL Fibrosarkom
atyp. Res. aus S8 Ii. follikulares
Schilddriissen-Ca
atyp. Res. li. OL Adeno-Ca
v. colorectalen Typ
Bilobektomie Adeno-Ca

v. colorectalen Typ
atyp. Res. + Thoraxwand-  Rippenmetastase eines Ade-

resektion nocarzinoms
atyp. Res. re. OL Adeno-Ca

v. colorectalen Typ
Res. li. OL Mamma-Ca

Tabelle 5: Patienten mit entztindlichen und anderen nicht-tumordsen Rundherden

Resektionsverfahren Histologische Diagnose

ML Resektion Nekrose

Res. li. OL Kaverne, Aktinomykose
atyp. Res. re. OL Anthrakosilikose
atyp. Res. S1 +8 Anthrakose

Res. S1 Rundatelektase
Res. re. UL Pneumonie

Res. S2 re. Rundatelektase
atyp. Res . li. OL Lungeninfarkt
atyp. Res. li. UL Pneumonie

Res. re. UL Echinococcus
atyp. Res. re. UL Pneumonie

atyp. Res. li. OL chron. Pneumonie
Res. S1 . Rundatelektase
atyp. Res. re. OL Lungeninfarkt
atyp Res. li. OL Pneumonie

atyp. Res. re. UL chron. karnifizierende Pneumonie

Res. S9 re. chron. Pneumonie
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18.

19.

20.

21.
22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

Nr.

10.

424

443

463

500
507

520

529

542

565

579

605

655

656

Tabelle 6: Patienten mit benignen Tumoren

Archiv-

Nr.

310

317

342

366

393

466

490

495

530

539

68 f
68 m
69 m
54 m
79 m
56 m
34 f
69 f
48 f
60 m
62 m
76 f
63 m

Alter  Geschlecht
71 m
72 f
53 f
54 m
58 f
41 m
53 m
49 f
55 f
67 m

23.04.07

04.06.07

09.07.07

31.03.08
07.04.08

22.04.08

05.05.08

09.06.08

01.09.08

20.10.08

19.01.09

24.08.09

31.08.09

Op.-datum

08.05.06

22.05.06

21.08.06

23.10.06

05.02.07

16.07.07

10.03. 08

25.03.08

05.05. 08

30.05.08

atyp. Res. li. UL
atyp. Res. S3 re.
atyp. Res. OL + ML

atyp. Res. li. OL

atyp.Res. re. UL
atyp. Res. re. OL
atyp. Res. li. UL
atyp. Res. re. UL
atyp. Res. aus S10 li.
atyp. Res. re. OL
atyp. Res. re. OL
atyp. Res. re. OL

atyp. Res. li. UL

Resektionsverfahren

atyp. Res. re. OL
atyp. Res. li. OL
Res. S2 .

ML Resektion
Res. li. UL

atyp. Res. re. OL
Res. S5

atyp. Res. li. UL
Resektion

Res. S6 li.

29

Lungeninfarkt
Rundatelektase
Silikose

Kokzidioidomykose

Lungeninfarkt
chron. Pneumonie
Kokzidioidomykose
chron. Peumonie
Nekrose (Infarkt)
Nekrose

chron. Pneumonie
chron. Pneumonie

chron. Pneumonie

Histologische Diagnose

fibroser Pleuratumor
Chondrohamartom
Chondrohamartom
Chondrohamartom
Paragangliom

Chondrohamartom,
Chondrohamartom

Chondrohamartom

fibroser Pleuratumor

Chondrohamartom



11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

558 56 f 28.07.08 atyp. Res. li. UL Leiomyom

568 60 f 15.09.08 atyp. Res. S 3re. Chondrohamartom
584 72 m 24.10.08 Zwerchfelltumorres. Fibrom

646 61 f 20.07.09 Res. S6 1. Chondro-hamartom
647 51 m 27.07.09 Res. re. OL Lipom

650 43 m 10.08.09 atyp. Res. li. OL Chondrohamartom
665 71 f 28.09.09 atyp. Res. re. OL Chondrohamartom
669 52 m 02.11.09 atyp. Res. re. OL Chondrohamartom
670 54 m 02.11.09 atyp. Res. re. UL Chondrohamartom

Protein basiertes Macroarray Screening

Primares Screening

Das Prinzip der Protein basierten Macroarrays besteht darin, dass rekombinant exprimierte
Proteine auf einer Membran fixiert werden, welche anschlieend mit Serum gescreent werden
koénnen (Lopez u. Pluskal, 2003).

Die Herstellung der Proteinmacroarrays und das primare Screening erfolgten durch das
Resourcenzentrum fur Genomforschung (RZPD) in Heidelberg.

Ausgehend von der mRNA aus fétalem Hirngewebe wurde cDNA synthetisiert. Fir die Er-
stellung der cDNA-Expressions-Bibliothek wurde die cDNA in den E. coli Expressionsvektor
PQE30NST kloniert. Dazu wurde der Vektor mit den Restriktionsenzymen Notl und Sall
geschnitten, danach die cONA mit den Schnittstellen ligiert. Bei dem Vektor pQE30NST
handelt es sich um ein pQE30-Derivat. Er enthalt einen IPTG-induzierbaren Promotor und die
Sequenz fir das RGSHis6-Epitop, so dass die Proteine als RGSHis6-Fusionsproteine
exprimiert werden.

Superkompetente E. coli SCS1-Bakterien (Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande) wur-
den mit einem Helferplasmid pSE111, das u.a. die Sequenz fur den lacQ-Repressor, ein
Kanamycin-Resistenzgen und das argU-Gen fiir eine Arginin-tRNA enthalt, sowie den re-
kombinanten pQE-30NST-Vektoren transfiziert (Bussow et al., 2005).

Insgesamt umfasst die fertige cDNA-Expressionsbibliothek (hex 1) 38016 verschiedene bak-

terielle Expressionsklone (Bussow et al., 2000).
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Nach der Transfektion der cDNA-Bank wurden die Klone mit Hilfe eines Picking-Roboters
zundchst in mit Flussigkeit gefullte Mikrotiterplatten tberfihrt. Zur Herstellung von hoch-
dichten Proteinfiltern der cDONA-Bank wurden die gepickten Klone auf Polyvinylidendifluorid
(PVDF)-Membranen gespottet, wobei jede Platte auf zwei verschiedenen Koordinaten gespot-
tet wurde, so dass spater jeder Klon durch zwei Spots identifiziert werden konnte.

Zum Wachsen der Kolonien wurden die Filter auf Agarplatten platziert und schlieBlich auf
Agarplatten mit Induktionsmedium (IPTG) transferiert und zur Proteinexpression inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Bakterienkolonien auf der Membran denaturiert und die Pro-

teine an die Membran fixiert.

Das Primérscreening der Proteinmacroarrays erfolgte mit 38 Pools aus je 5 Seren von Patien-
ten mit verschiedenen Tumorerkrankungen, von Patienten mit nicht-malignen Erkrankungen
und von gesunden Probanden und einer scvf-Antikorperbank (single-chain variable frag-
ments, GE Healthcare) aus Morbus Crohn-Gewebe. Als Negativkontrollen wurden
Macroarrays mit Sekundéarantikdrpern (rabbit anti-human IgG, IgM, IgA (H+L)-Cy5,
Dianova) hybridisiert.

VVor dem Serumscreening wurden die Proteinmacroarrays mit 96 % Ethanol befeuchtet und
anschlielend zweimal mit H,O gespult. Nach Inkubation in Tris gepufferter NaCl-Ldsung mit
Tween 20 und Triton X 100 (TBST-T) wurden die Kolonien von der Membran abgestreift
und zweimal in TBST-T und anschlieRend viermal in Tris gepuffertem NaCl (TBS) gewa-
schen. Die Filter wurden mit 3 % (w/v) Magermilchpulver in TBST fur 2 h bei Raumtempera-
tur geblockt und anschlieRend mit den Seren .N. bei 4°C inkubiert (Serum 1:1000 in
blocking-Ldsung).

Danach wurden die Membranen 3 mal 10 min in Tris gepufferter NaCl-Ldsung mit Tween 20
(TBST) gewaschen und Uber 2 h mit dem an alkalische Phosphatase gekoppelten Sekundéran-
tikérper (1:1000 in blocking-Ldsung, rabbit anti-human 1gG, IgM, IgA (H+L)-HRP, Dianova)
inkubiert. Nach vier Waschschritten mit TBST und zwei Waschschritten mit TBS von jeweils
10 min erfolgte die Detektion mit ECF Substrat (GE Healthcare). Mit Ausnahme der Serum-
inkubation bei 4°C erfolgten alle Schritte unter stindigem Schtteln und bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurden die Macroarrays mit einem Flachenscanner (Fuji FLA-3000) bei 473
nm gescannt.

Das primare Screening erfolgte durch das Resourcenzentrum fiir Genomforschung (RZPD) in

Heidelberg, ebenso die Auswertung der Scans der Proteinmacroarrays. Mit Hilfe einer spezi-
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ellen Software (AIDA, version 4.15) wurden die Filter visuell ausgewertet. Proteinspots, an
die Serumantikorper gebunden haben, d.h. positive Spots, heben sich in ihrer Signalintensitat
deutlich von den Spots ab, an die keine Antikdérper gebunden haben.

Sekundares Screening

Das Sekundarscreening der Seren der Patienten mit pulmonalen Rundherden und der gesun-
den Probanden erfolgte im Institut fir Humangenetik in Homburg.

Im Primérscreening mit allen 38 Serumpools und der Morbus Crohn-Antikdrperbank wurden
insgesamt 1827 verschiedene cDNA-Expressionsklone als potenzielle Autoantigene identifi-
ziert. Diese wurden analog zu den beschriebenen Protein basierten Macroarrays doppelt auf
sogenannte Customized High Density Protein Arrays (7 x 11 cm, Immobilon P, Millipore,

Billerica, MA, USA) zum Sekundarscreening gespottet.

Die Macroarrays wurden zweimal mit TBSTT und viermal mit TBS gewaschen, danach mit 3
% (w/v) Magermilchpulver in TBST flr 2 h bei Raumtemperatur geblockt und anschlie3end
mit den Seren U.N. bei 4°C inkubiert (Serum 1:1000 in blocking-Losung). Nach drei Wasch-
schritten mit TBST wurden die Membranen bei 70°C mit Stripping-L6sung inkubiert. Dabei
werden alle gebundenen Antikérper von der Membran gelést. Durch diesen Vorinkubations-
schritt werden Serumantikorper, die gegen bakterielle Proteine gerichtet sind, aus dem Serum
herausgefiltert. Die Filter wurden dazu 3 mal 10 min in TBST bei Raumtemperatur gewa-
schen, anschlieRend 30 min mit 70°C warmer Stripping-Ldsung inkubiert.

Danach erfolgte mit demselben Serum - nach zweimaliger TBST-, viermaliger TBS-
Waschung und Inkubation mit blocking-Ldsung — eine erneute U.N. Inkubation bei 4°C. Dann
wurden die Macroarrays dreimal in TBST gewaschen und mit dem Cyanine 5-markierten se-
kundaren Antikdrper (1:1000 in blocking-Ldsung, rabbit anti-human IgG, 1gA, IgM-Cy5,
(H+L)) inkubiert. Anschlieend wurden die Membranen viermal mit TBST und zweimal mit
TBS gewaschen, danach mit dem Typhoon 9410 — Flachenscanner (PMT: 300, Pixel Size: 50
microns, Emission Filter: 670 BP 30 Cy5) (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) gescannt.
Die Auswertung der gescannten Proteinmacroarrays erfolgte mittels einer speziellen Software
(AIDA, version 4.15; raytest, Straubenhardt, Deutschland) und einer dazu neu entwickelten

Computer gestiitzten Analysenprozedur.

Computergestitzte Bildanalyse der Proteinmacroarrays
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In der Kooperation des Humangenetischen Instituts der Universitat des Saarlandes in Hom-
burg mit dem Zentrum flr Bioinformatik der Universitat des Saarlandes in Saarbriicken wur-
de ein Computer gestiitztes automatisches Erfassungs- und Auswertungssystem entwickelt,
um eine standardisierte und objektive Auswertung der Proteinmacroarrays zu gewahrleisten.
In einem ersten Schritt (,,preprocessing*) wurden die gescannten Bilder der Arrays standardi-
siert, d.h. Verschiebungen der Bilder wurden korrigiert, und die Bilder virtuell richtig zuge-
schnitten. Im zweiten Schritt (,,gridding*) wurden die Arrays in 384 Subarrays eingeteilt. Je-
des Subarray enthalt 25 Felder (,,clustering®), wovon der mittlere Spot immer ein Orientie-
rungsspot aus Tinte ist. In jedem Subarray kénnen also theoretisch 12 Klone jeweils zweimal
gespottet sein. Wenn ein Spot deutlich groRer als die anderen war und tber sein Feld hinaus-
ragte, erfolgte eine Nachkorrektur (,,grid refinement*).

Im zweiten Schritt wurde mittels 3-means Clusteranalyse jedes der 25 Felder in Vordergrund-
pixel und in Hintergrundpixel getrennt. Die drei Cluster entsprechen den Hintergrundpixeln,
den hellen VVordergrundpixeln und den dunklen VVordergrundpixeln. Um die dunklen VVorder-
grundspots von dem hellen Hintergrund zu trennen, wurde die sog. black top-hat Transforma-
tion angewandt (Soille, 2003).

Die vollstandig automatisierte Computeranalyse konstruierte flir jeden Proteinmacroarray ein
Autoantikdrperreaktivitdtsmuster, das aus 1827 Intensitatswerten bestand, deren einzelne
Werte von 0 bis 255 reichten. Als Wert fiir eine Serumprobe wurden die Mittelwerte fur die
gespotteten Duplikate eingesetzt. Um die Proteinmacroarrays direkt vergleichbar zu machen
und die Schwankungen in der Helligkeit, wie sie z.B. wahrend des Scannens entstehen, auszu-
schalten, erfolgte eine quantile Normalisierung der Intensitatswerte der 1827 Proteine
(Bolstad et al., 2003).

Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Arrays erwies sich die Berechnung der ,,area under the Re-
ceiver Operator Characteristics curve® (AUC) mit anschlieRender Anwendung der statisti-
schen Lernmethode ,,Support Vector Machine* (SVM) als am besten geeignet (Vapnik,
2000).

Die Berechnung der AUC-Werte wurde folgendermalien durchgefiihrt: Die normalisierten
Intensitatswerte aller Seren (Kontrollen und alle Rundherde) wurden als Schwellenwerte be-
nutzt. Beim Vergleich einer zu untersuchenden Gruppe (z.B. Patienten mit Tumor) mit einer
Vergleichsgruppe oder der Kontrollgruppe (z.B. gesunde Kontrollen) wurden Seren der zu

untersuchenden Gruppe, die Uber dem Schwellenwert lagen, als richtig positiv (true positive)
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bezeichnet, alle Seren der zu untersuchenden Gruppe, die unter dem Schwellenwert lagen als
falsch negativ (false negative). Seren der Vergleichsgruppe, deren Werte iber dem Schwel-
lenwert lagen, sind falsch positiv (false positive) und bei Werten unter dem Schwellenwert
richtig negativ (true negative).

(Wenn eine stérkere Immunantwort im Serum einer Vergleichsgruppe oder der Kontrollgrup-
pe vorlag, sind natirlich Seren der zu untersuchenden Gruppe, die unterhalb des Schwellen-
wertes liegen richtig positiv und Seren oberhalb des Schwellenwertes falsch negativ.)

Danach wurden fur jeden Schwellenwert Sensitivitat (TP/(TP+FN)) und Spezifitat
(TN/(TN+FP)) berechnet. Aus der Sensitivitat und der Spezifitat kann die ,,Receiver Operator
Characteristic (ROC) curve* konstruiert werden. Die ROC Kurve zeigt die Sensitivitat (=
richtig positiv) als eine Funktion von 1 — Spezifitat ( = falsch positiv). Die Areale unter der
ROC Kurve (AUC Werte) reichen von 0 bis 1.

Klone mit einer AUC von 0,5 sind wertlos, denn sie kdnnen nicht trennen. Klone mit einer
AUC von 0 oder 1 sind ideal, denn sie zeigen eine komplette Trennung der Gruppen an. Je
mehr also ein AUC von dem Wert 0,5 abweicht, desto besser eignet sich der zugehdrige Klon
zur Trennung zwischen den Gruppen.

Die AUC Werte fur jeden immunogenen Klon wurden errechnet, um die Aussageféhigkeit in
Bezug auf die Trennung zweier Gruppen zu erkennen.

Die Trennung der zu untersuchenden Gruppe von einer Vergleichsgruppe oder der Kontroll-
gruppe erfolgte mittels Support Vector Machines.

Fur die Klassifizierung mit Support Vector Machine wurde die Kreuzvalidierung eingesetzt.
Bei der angewandten 10fachen Kreuzvalidierung zerlegt man den Datensatz zuféllig in 10
Teile; einen Teil (10 %) beh&lt man als Validierungssatz, 9 Teile (90 %) werden kombiniert,
um den Trainingssatz zu formen. Fir jede Klassifizierung wurden insgesamt 100 Kreuzvali-
dierungslaufe berechnet, zu denen jeweils Sensitivitét, Spezifitat und Genauigkeit ermittelt
wurden. Aus diesen wurde das arithmetische Mittel bestimmt.

Zusétzlich zu AUC-Berechnung und SVM wurde die Haufigkeit berechnet, mit der jeder ein-
zelne Klon in einer Serumgruppe immunogen war. Im Durchschnitt liegen die Intensitatswer-
te aller Spots zischen 30 und 70, und der Intensitatswert von 50 wurde als Schwellenwert ge-
waéhlt, ab dem ein Spot als positiv angesehen wird. Bei der Haufigkeitsberechnung wurden die

Intensitatswerte jedes einzelnen Spots in Ja/Nein Aussagen umgewandelt.
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Ergebnisse

Primarscreening

Im Priméarscreening (Resourcenzentrum fir Genomforschung (RZPD) in Heidelberg) wurden
Proteinmacroarrays, die aus cDNA der fotalen Hirngewebsbank hex1 mit mehr als 38 000
verschiedenen Peptidklonen generiert wurden, mit Seren von Patienten mit verschiedenen
Tumorentitaten und entziindlichen Erkrankungen gescreent. Dabei konnten 1827 verschiedene
cDNA Expressionsklone als potenzielle Autoantigene identifiziert werden, mit denen dann —
ebenfalls mittels Proteinmacroarray — das Sekundarscreening erfolgte.

Untersuchte Gruppen

Zum Sekundarscreening wurden Patientenseren von 51 Patienten mit Bronchialkarzinom im
Stadium T1INO, von 9 Patienten im Stadium T1N1 und von 4 Patienten im Stadium T1N2
eingesetzt (Tumorstadien nach UICC, 6. Auflage, 2002). Weitere 19 Seren stammten von
Patienten mit benignen Lungentumoren, 35 Seren von Patienten mit Lungenmetastasen von
Tumoren extrathorakaler Organe und 30 Seren von Patienten mit nicht-tumordsen entzindli-

chen Lungenerkrankungen.

Das mittlere Lebensalter zum Zeitpunkt der Operation betrug in der Gruppe der Patienten mit
TINO-Tumor 66,3 £ 9,0, mit TAN1-Tumor 65,2 £ 11,0, mit TIN2-Tumor 66,6 +10,8 Jahre, in
der Gruppe der Patienten mit benignen Lungentumoren 57,9 £ 9,0, mit Lungenmetastasen von
Tumoren extrathorakaler Organe 65,6 + 10,9 und mit nicht-tumordsen entzundlichen Lungen-
erkrankungen 62,3 £ 10,7 Jahre. Es liegen keine signifikanten Unterschiede zwischen den

untersuchten Gruppen in der Altersverteilung vor.

Das Gemeinsame der Patienten war, dass bei allen praoperativ im Thoraxrdntgenbild u./o0. im
Computertomogramm des Thorax ein Rundherd diagnostiziert worden war, dessen Dignitat,
auch mit invasiven diagnostischen Malinahmen, nicht geklart werden konnte, so dass eine
diagnostische Thorakotomie zu Diagnose und gleichzeitiger Therapie — nach Schnellschnitt-
untersuchung durch den Pathologen - erforderlich war.
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Die pretest-Wahrscheinlichkeiten, dass es sich dabei um eine bestimmte Erkrankung handelte,

waren von Patient zu Patient verschieden.

Sekundarscreening

Die 1827 Antigen tragenden Klone wurden auf ,,customized” Proteinmacroarrays gespottet
und mit den Seren der zu untersuchenden Patienten und der Kontrollgruppe gescreent. Die
Auswertung erfolgte am Zentrum fiir Bioinformatik der Universitat des Saarlandes in Saarb-
riicken.

Wie bei cDNA-Bibliotheken zu erwarten, wurde nur ein Teil der DNA-Inserts (509, i.e. 28 %)
»in frame* einkloniert, wéahrend der Grofteil (72 %) ,,out of frame* einkloniert wurde. In fra-
me bedeutet, dass die einklonierte cDNA-Sequenz in der richtigen Orientierung in den Vektor
einkloniert ist und damit im gleichen Leseraster abgelesen wird wie in humanen Zellen, so
dass das resultierende Protein dem Protein humaner Zellen entspricht. Bei den out of frame-
Klonen ist die einklonierte cDNA-Sequenz nicht im gleichen Leseraster wie in der menschli-
chen Zelle. Daher entspricht das von diesem Klon gebildete Protein nicht dem, das die
menschliche Zelle herstellt. Proteine dieser out of frame-Klone kdnnen aber dennoch eine
Immunreaktion auslésen. In einem solchen Fall spricht man von einem Mimotop, d.h. das von
dem out of frame-Klon generierte ,falsche® Protein &hnelt in seiner Aminoséuresequenz
und/oder seiner rdumlichen Faltung einem anderen Protein, so dass es ein Kreuzantigen dar-
stellt.

Fur die statistische Klassifikation ist es irrelevant, ob ein Klon in frame oder out of frame klo-
niert ist, fir die biologische Interpretation der AutoantikOrperantwort des Patienten sind in
frame Klone von Bedeutung.

Die Detektion der Antigene, die eine Immunantwort hervorrufen, geschieht beim
Proteinmacroarray durch einen Fluoreszenzfarbstoff markierten sekundaren Antikorper gegen
humane Antikorper I1gA, 1gG und IgM. Fir die Auswertung der Proteinmacroarrays wurde
eigens vom Zentrum fur Bioinformatik der Universitat des Saarlandes in Saarbriicken ein
Auswertesystem entwickelt, das jedem Proteinspot nach der Hybridisierung mit dem Serum
einen Signalintensitatswert zuordnet und damit tber die Signalintensitat eine Quantifizierung
der Immunantwort erlaubt. Die ermittelten Intensitatswerte wurden dann — ebenfalls vom
Zentrum fur Bioinformatik der Universitat des Saarlandes — statistisch ausgewertet.

Klone, die auf mindestens 10 der hybridisierten Filter nicht auswertbar waren, wurden ausge-

schlossen.
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Klassifizierung der Seren mittels der Seroreaktivitatsprofile
Es erfolgten insgesamt 6 Klassifizierungen unter Benutzung der Autoantikorperprofile gegen-

uber den immunogenen Klonen:

1. Bronchialkarzinom der TNM-Stadien pT1pNO0-2 vs. Kontrollgruppe aus
gesunden Probanden;

2. Bronchialkarzinom der TNM-Stadien pT1pNO-2 vs. alle Rundherde (benigne Tumoren,

Metastasen extrathorakaler Tumoren, entzlindliche und andere nicht-tumordse Rundherde);

3. Bronchialkarzinom im TNM-Stadium pT1pNO vs. alle Rundherde (benigne Tumoren, Me-

tastasen extrathorakaler Tumoren, entziindliche und andere nicht-tumorése Rundherde);

4. Bronchialkarzinom der TNM-Stadien pT1pNO-2 vs. benigne Rundherde (benigne Tumo-

ren);

5. Bronchialkarzinom der TNM-Stadien pT1pNO-2 vs. Metastasen extrathorakaler Tumoren;

6. Bronchialkarzinom der TNM-Stadien pT1pNO-2 vs. entziindliche und andere nicht-

tumordése Rundherde;

In diesem Zusammenhang wurde, wie beschrieben, die resampling Methode (Kreuzvalidie-
rung) eingesetzt, und zu jeder Klassifizierung wurden 100 Kreuzvalidierungslaufe berechnet,
aus denen jeweils Sensitivitat, Spezifitdt und Genauigkeit ermittelt wurden. Daraus wurde

dann Mittelwerte errechnet.

ad 1. Die Klassifizierung der Seren der Patienten mit Bronchialkarzinom der TNM-
Stadien pT1pN1-2 vs. Seren von gesunden Kontrollen ergab eine Sensitivitat von 78,90 %
und eine Spezifitat von 77,08 %. Das bedeutet, dass 78,90 % der Tumorseren und dass 77,08
% der Seren der gesunden Kontrollen korrekt erkannt werden. Daraus ergibt sich eine diag-
nostische Genauigkeit von 77,68 %.

Das 95 %-Konfidenzintervall wurde zur Charakterisierung der Stabilitat des statistischen Mo-

dells eingesetzt. Es beschreibt das Intervall, in dem sich 95 % der Werte fir Sensitivitat, Spe-
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zifitdt und Genauigkeit bewegen. Bei der Klassifizierung der Seren der Patienten mit Bron-
chialkarzinom der TNM-Stadien pT1pN1-2 versus Seren von gesunden Kontrollen liegt das
95 % Konfidenzintervall bei der Sensitivitat zwischen 77,86 % und 80,11 %, bei der Spezifi-
tat zwischen 74,40 % und 77,68 % und bei der Genauigkeit zwischen 76,66 % und 78,79 %.
Damit ist derjenige Bereich, in dem der wahre Wert mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %
liegt, ausreichend Kklein, so dass man von einem stabilen statistischen Modell sprechen kann.

Eine weitere Kontrolle der Daten erfolgte mittels Permutation. Hierzu wurden die Werte der
beiden jeweiligen Klassifizierungsgruppen zuféllig aufgeteilt (Randomisationstest). Insgesamt
wurden fir jede Klassifizierung 100 Permutationen durchgefuhrt und fir jede Permutation
wurden Sensitivitat, Spezifitat und Genauigkeit berechnet. Die medianen Werte flr die Sensi-
tivitat betrugen 60,94 % (CI: 59,07-64,84 %), fur die Spezifitat 43,75 % (CI: 40,48-545,35 %)
und fur die Genauigkeit 54,91 % (ClI: 51,53-55,96 %), d.h. alle liegen im statistisch zufélligen

Bereich um 50 %.

ad 2. Die Klassifizierung der Seren von Patienten mit Bronchialkarzinom der TNM-
Stadien pT1pNO-2 vs. Seren der Patienten mit Rundherden anderer Genese (benigne
Tumoren, Metastasen extrathorakaler Tumoren, entzindliche und nicht-tumordse
Rundherde) ergab eine Sensitivitat von 53,12 % (Cl: 52,34-54,22 %), eine Spezifitat von
59,52 % (CI: 57,37-60,74 %) und eine Genauigkeit von 56,76 % (CI: 55,40-57,84 %).

Im Permutationstest wurden mediane Werte von 40,62 % (ClI: 37,70-41,99 %) flr die Sensiti-
vitéat, 59,52 % (CI: 56,10-60,92 %) fur die Spezifitat und 50,0 % (CI: 48,49-52,39 %)fiir die
Genauigkeit errechnet.

ad 3. Die Klassifizierung der Seren von Patienten mit Bronchialkarzinom im TNM-
Stadium pT1pNO vs. Seren der Patienten mit Rundherden anderer Genese (benigne
Tumoren, Metastasen extrathorakaler Tumoren, entztindliche und nicht-tumordse
Rundherde) ergab eine Sensitivitat von 46,08 % (Cl: 44,74-47,61 %), eine Spezifitat von
66,67 % (CI: 65,01-67,72 %) und eine Genauigkeit von 59,26 % (CI: 57,80-59,68 %).

Nach der Randomisierung der Werte wurden fur die Sensitivitat 32,35 % (CI: 31,92-37,68 %),
fur die Spezifitat 67,26 % (Cl: 62,95-68,12 %) und fir die Genauigkeit 54,44 % (ClI: 51,53-
56,32 %) errechnet.

ad 4. Die Klassifizierung der Seren von Patienten mit Bronchialkarzinom der TNM-

Stadien pT1pNO0-2 vs. Seren der Patienten mit benignen Rundherden (benigne Tumo-
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ren) ergab eine Sensitivitat von 87,50 % (ClI: 86,64-88,36 %), eine Spezifitat von 12,37 %
(ClI: 10,82-13,92 %) und eine Genauigkeit von 69,88 % (CI: 69,47-71,13 %).

Der Permutationstest ergab Werte von 84,38 % fur die Sensitivitat (Cl: 83,01-86,68 %), von
21,5 % fur die Spezifitat (ClI: 14,9-24,03 %) und 70,48 fur die Genauigkeit (Cl: 67,93-71,82
%).

ad 5. Die Klassifizierung der Seren von Patienten mit Bronchialkarzinom der TNM-
Stadien pT1pNO-2 vs. Seren von Patienten mit Lungenmetastasen extrathorakaler Tu-
moren zeigte eine Sensitivitat von 67,19 % (CI: 66,35-668,65 %), eine Spezifitat von 34,29
% (CI: 30,43-334,43 %) und eine Genauigkeit von 55,56 % (CI: 53,95-556,26 %).

Der Permutationstest ergab Werte von 71,88 % fur Sensitivitat (Cl: 68,74-72,82 %), von
30,00 % fiir die Spezifitat (28,67-35,90 %) und von 57,08 % fir die Genauigkeit (55,15-59,20
%).

ad 6. Die Klassifizierung der Seren von Patienten mit Bronchialkarzinom der TNM-
Stadien pT1pNO-2 vs. Seren von Patienten mit entzindlichen und nicht-tumordsen
Rundherden ergab eine Sensitivitdt von 78,12 % (CI: 76,33-78,82 %), eine Spezifitat von
28,34 % (CI: 26,41-30,59 %) und eine Genauigkeit von 61,70 % (CI: 60,78-63,05 %).

Der Permutationstest ergab Werte von 73,44 % fir die Sensitivitat (Cl: 72,13-776,78 %), von
26,67 % fur die Spezifitat (225,39-331,27 %) und von 59,57 % fir die Genauigkeit (57,57-
61,90 %).
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Tabelle 7: Klassifizierung der Seren mittels der Seroreaktivitatsprofile. (Cl: 95% -

Konfidenzintervall)

Klassifikation

Klassifikation Accuracy Sensitivity Specificity
0.777 0.789 0.760 Mittelwert
Bronchialkarzinome 0.776 0.789 0.770 Median
pT1 pNO-2 cMO vs. 0.024 0.025 0.037 Standardabweichung
gesunde Kontrollen
0.766 0.778 0.744 Untergrenze Cl
0.787 0.801 0.776 Obergrenze Cl
0.566 0.532 0.591 Mittelwert
Bronchialkarzinome 0.567 0.531 0.595 Median
pT1 pNO-2 cMO vs. 0.027 0.021 0.040 Standardabweichung
andere Rundherde
0.553 0.523 0.573 Untergrenze CI
0.578 0.542 0.609 Obergrenze CI
0.587 0.461 0.663 Mittelwert
Bronchialkarzinome 0.592 0.460 0.666 Median
PT1 pNO cMO vs. 0.021 0.032 0.030 Standardabweichung
andere Rundherde
0.577 0.447 0.650 Untergrenze CI
0.596 0.476 0.677 Obergrenze CI
0.703 0.874 0.123 Mittelwert
Bronchialkarzinome 0.698 0.875 0.105 Median
pT1 pNO-2 cMO vs. 0.018 0.019 0.035 Standardabweichung
benigne Tumoren
0.694 0.866 0.108 Untergrenze CI
0.711 0.883 0.139 Obergrenze CI
0.551 0.675 0.324 Mittelwert
Bronchialkarzinome 0.555 0.671 0.342 Median
pT1 pNO-2 cMO vs. -
Metastasen extrathorakaler | 0-026 0.026 0.045 Standardabweichung
Tumoren 0.539 0.663 0.304 Untergrenze CI
0.562 0.686 0.344 Obergrenze CI
0.619 0.775 0.284 Mittelwert
Bronchialkarzinome 0.617 0.781 0.283 Median
pT1 pNO-2 cMO vs. -
Rundherde entzindl. u. 0.025 0.028 0.047 Standardabweichung
nicht-tumordser Genese 0.607 0.763 0.264 Untergrenze Cl
0.630 0.788 0.305 Obergrenze CI

AUC-Auswertung der Autoantigene und Frequenz der Autoantikérperreaktion

Die gescreenten Proteine stellen unterschiedlich potente Antigene fir die Seren der verschie-

denen zu klassifizierenden Gruppen dar, was in den Spot-Intensitdten zum Ausdruck kommt.

Aus den Spot-Intensitaten wurde fir jedes Antigen und jede Serumgruppe die ,,Area under the

Receiver Operator Characteristics Curve* (AUC) berechnet. Diese kann Werte zwischen 0

und 1 annehmen.
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Bei der Differenzierung zwischen den zu untersuchenden Gruppen bedeutet ein AUC Wert
eines Klons von 1, dass die Spot-Intensitaten dieses Klons in den Seren der Patienten mit T1-
Bronchialkarzinom alle unterhalb dem definierten Schwellenwert liegen, wéhrend die Spotin-
tensitaten des Klons in den Seren der Kontrollgruppen alle tiber diesem Schwellenwert liegen.
Im Gegensatz dazu bedeutet ein AUC Wert von 0, dass die Spotintensitaten dieses Klons in
den Seren der Patienten mit T1-Bronchialkarzinom alle oberhalb des definierten Schwellen-
wertes liegen, wahrend die Spotintensitaten des Klons in den Seren der Kontrollgruppen alle
diese Schwelle nicht erreichen. In beiden Féallen (AUC Wert 0 oder 1) ist eine Differenzierung
zwischen den zu untersuchenden Gruppen mit Hilfe dieses Klons méglich und zwar mit einer
Sensitivitat, Spezifitdt und Genauigkeit von jeweils 100 %. Antigene mit einer AUC von 0,5
haben fur eine Klassifizierung keine Aussagekraft, Antigene mit einer AUC unter 0,3 und

Uber 0,7 sind informativ.

Bei der Klassifizierung Bronchialkarzinome (T1NO0-2) versus gesunde Probanden wurden
14 Klone mit AUC Werten unter 0,3 und 3 Klone mit AUC Werten tber 0,7 gefunden. Hier-
von waren 4 (Nr. 496, 524, 653, 743) bzw. 1 Klon (Nr. 1203) ,,in frame* und 10 (Nr. 40, 65,
234, 248, 390, 500, 503, 908, 1243, 1318) bzw. 2 Klone (Nr.1234, 1368) ,,out of frame*. Der
am besten diskriminierende Klon (Nr. 1203) hatte eine AUC von 0,75, war jedoch ,,out of
frame®.

14 der diskriminierenden Klone reagieren damit starker mit den Seren der Patienten mit Bron-
chialkarzinomen und nur 3 der diskriminierenden Klone reagieren starker mit den Seren der
gesunden Probanden.

180 von 1827 getesteten Proteinen waren nicht auswertbar und wurden ausgeschlossen.

»In frame*, AUC unter 0,3:

Nr. 496: MPMGp 800 E07535 (rab3 GTPase-activating protein non-catalytic);
Nr. 524: MPMGp 800°E12541 (Ubiquitin);

Nr. 653: MPMGp 800 F11531(Exostosin 2);

Nr.743: MPMGp 800 G04544 (RNA binding motif protein 26),

,,In frame*, AUC (ber 0,7:
Nr. 1203: MPMGp 800 K07551

,,Out of frame*, AUC unter 0,3:
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Nr. 40: MPMGp 800°A07579 (T-cell lymphoma breakpoint-associated target 1)
Nr. 65: MPMGp 800°A13519 (G protein-coupled receptor 108 isoform 2)

Nr. 234: MPMGp 800 C02537 (C1q and tumor necrosis factor related protein 5)
Nr. 248: MPMGp 800 C03601 (RAB3A member RAS oncogene family)

Nr. 390 : MPMGp 800°D10549 (PR domain containing 8)

Nr. 500 : MPMGp 800 E08523

Nr. 503 : MPMGp 800°E08525 (interleukin 9 receptor isoform 1 precursor)

Nr. 908: MPMGp 800 H17558 (ephrin receptor EphA5 isoform a)

Nr. 1243: MPMGp 800°K14599

Nr. 1318: MPMGp 800°L09581 (tubulin beta)

,out of frame*, AUC (ber 0,7:
Nr. 1234 : MPMGp 800 K13545 (PR domain zinc finger protein 8)
Nr. 1368: MPMGp 800°L21545 (nuclease sensitive element binding protein 1)

Die Klassifizierung Bronchialkarzinome (T1NO-2) versus alle Gruppen der anderen
Rundherde zusammen (benigne Lungentumoren bzw. entziindliche und andere nicht-
tumordse Rundherde bzw. Lungenmetastasen extrathorakaler Malignome) lieferte keine
informativen Klone mit AUC-Werten unter 0,3 bzw. tber 0,7.

180 von 1827 getesteten Proteinen waren nicht auswertbar und wurden ausgeschlossen.

Die Klassifizierungen Bronchialkarzinom im Stadium T1NO versus alle Rundherde (be-
nigne Lungentumoren, entzindliche Rundherde, Lungenmetastasen extrathorakaler
Malignome) lieferte keine informativen Klone mit AUC-Werten unter 0,3 bzw. tiber 0,7.

180 der getesteten 1827 Proteine waren nicht auswertbar und wurden ausgeschlossen.

Bei der Klassifizierung Bronchialkarzinome (T1NO0-2) versus benigne Lungentumoren
waren insgesamt 9 Klone mit einer AUC unter 0,3 und 6 Klone mit einer AUC uber 0,7 zu
finden und damit informativ. Hiervon waren 1 Klon mit einer AUC unter 0,3 ,,in frame* (Nr.
153) und 8 Klone mit einer AUC unter 0,3 ,,out of frame* einkloniert (Nr. 132, 284, 490, 965,
1571, 1624, 1701, 1720). 3 Klone mit einer AUC uber 0,7 waren ,,in frame* (Nr. 707, 1260,
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1601), und 3 Klone ,,out of frame* (Nr. 593, 596, 896). Der am besten diskriminierende Klon
(Nr. 1701) hatte eine AUC von 0,26, war jedoch ,,out of frame*“.

9 der diskriminierenden Klone reagieren damit starker mit den Seren der Patienten mit Bron-
chialkarzinomen und 6 der diskriminierenden Klone reagieren starker mit den Seren der Pati-
enten mit benignen Lungentumoren.

180 der getesteten 1827 Proteine waren nicht auswertbar und wurden ausgeschlossen.

»In frame*, AUC unter 0,3:
Nr. 153: MPMGp 800 B10544 (RAS dexamethasone-induced 1)

,»In frame*, AUC uber 0,7:

Nr. 707: MPMGp 800" F22530 (superiorcervical ganglia neural specific 10)
Nr. 1260: MPMGp 800°K19586 (Transcription initiation factor 11B)

Nr. 1601: MPMGp 800°N23532 (nuclear receptor co-repressor 1)

,out of frame*, AUC unter 0,3:

Nr. 132: MPMGp 800°B04536

Nr. 284: MPMGp 800 C10534 (brain creatine CKB)

Nr. 490: MPMGp 800°E05603

Nr. 965: MPMGp 8007103598 (surfeit 6)

Nr. 1571: MPMGp 800°N16597 (hypothetical protein LOC755)
Nr. 1624: MPMGp 800002575

Nr. 1701: MPMGp 800° 021577 (olfactomedin)

Nr. 1720: MPMGp 800°P01541 (coenzyme Q4 homolog)

,Oout of frame*, AUC (ber 0,7:

Nr. 593: MPMGp 800 E22586 (placental growth factor vascular endothelial)
Nr. 596: MPMGp 800 E23545 (chaperonin)

Nr. 896: MPMGp 800 H15566 (zinc finger protein 91)

Bei der Klassifizierung Bronchialkarzinome (T1NO0-2) versus Lungenmetastasen extra-
thorakaler Malignome hatte 1 Klon (Nr. 136) einen AUC Wert tber 0,7 und war somit in-
formativ. Er war ,,in frame* kloniert.

180 der getesteten 1827 Proteine waren nicht auswertbar und wurden ausgeschlossen.
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,,In frame*, AUC (ber 0,7:
Nr. 136: MPMGp 800" B05597

Bei der Klassifizierung Bronchialkarzinome (T1NO0-2) versus Rundherde entzindlicher
und anderer nicht-tumordser Genese wurden keine informativen Klone mit AUC-Werten
unter 0,3 oder ber 0,7 gefunden.

180 der getesteten 1827 Proteine waren nicht auswertbar und wurden ausgeschlossen.

Frequenz der Antikorper-Autoantigen-Reaktionen bedeutet die Haufigkeit, mit der Auto-
antikorper mit den individuellen Proteinklonen reagierten. Sie wurde flr jedes der Proteine
und fir jedes untersuchte Serum bestimmt. Die Schwelle der Intensitat, oberhalb der eine
Immunantwort als positiv gerechnet wurde, wurde mit 50 festgelegt. (Insgesamt kann die

detektierbare Intensitat Werte zwischen 0 und 255 annehmen.)

Tabelle 8: Ergebnisse der AUC- und Fregenzberechnung der informativen Klone in der
Klassifizierung der Seren der Patienten mit Bronchialkarzinomen der Stadien pT1NO-2 versus

Seren gesunder Probanden

ID Frequenz Frequenz AUC
(MPMGp800Y) T1NO-2 Normal T1INO-2 vs. Normal
AQ07579 0,5469 0,1875 0,2786
Al13519 0,6825 0,3333 0,2955
C02537 0,9063 0,6875 0,2664
C03601 0,8281 0,5625 0,2972
D10549 0,6250 0,2979 0,2999
EQ07535 0,4375 0,1042 0,2839
E08523 0,2813 0,0851 0,2886
E08552 0,8906 0,6250 0,2949
E12541 0,2656 0,0625 0,2961
F11513 0,5469 0,2500 0,2881
G04544 0,8438 0,5833 0,2992
H17558 0,4688 0,2500 0,2871
K07551 0,3906 0,6667 0,7015
K13545 0,4219 0,7500 0,7513
K14599 0,8906 0,7917 0,2822
LOR581 0,2969 0,0625 0,2962
L21545 0,7969 0,9792 0,7103
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Tabelle 9: Ergebnisse der AUC- und Fregenzberechnung der informativen Klone in der
Klassifizierung der Seren der Patienten mit Bronchialkarzinomen der Stadien pT1NO-2 versus

Seren der Patienten mit benignen Lungentumoren

ID Frequenz Frequenz AUC
(MPMGp800°) T1NO-2 Benigne Lungen- T1NO-2 vs. benigne
tumoren Lungentumoren

B04536 0,4211 0,2656 0,2845

B10544 0,9443 0,8413 0,2998

C10534 0,6110 0,3809 0,2712

E05603 0,4737 0,1875 0,2894

E22586 0,2105 0,4375 0,7007

E23545 0,1053 0,2656 0,7414

F22530 0,4211 0,6719 0,7048

H15566 0,1053 0,2344 0,7220

103598 0,7778 0,4355 0,2867

K19586 0 0,1719 0,7245

N16597 0,8332 0,6667 0,2910

N23532 0,5263 0,7869 0,7092

002575 0,8947 0,6034 0,2904

021577 1,0000 0,8095 0,2648

P01541 0,9474 0,7586 0,2904
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Tabellel0: Frequenzen der Autoantikdrper-Antigen Reaktionen der Seren der Patienten mit
Bronchialkarzinomen T1NO-2, der Seren gesunder Probanden, der Seren von Patienten mit
benignen Lungentumoren, mit Lungenmetastasen extrathorakaler Malignome und mit ent-
ziindlichen solitéaren Lungenrundherden

(Die Prozentzahlen der ersten Spalte geben an, wie haufig bei einem Protein eine Antikdrper-
reaktion zu verzeichnen ist. Die Zahlen unter den Vergleichsgruppen reprasentieren die An-
zahl der Proteine mit bestimmter Immunantwort durch das untersuchte Serum. Z.B.: In der
Gruppe T1NO-2 gibt es 15 Proteine ( das sind 0,9 % der insgesamt eingesetzten Klone), gegen

die 0-10 % der untersuchten Seren eine Immunreaktion zeigen.)

Anzahl der T1NO-2 Gesunde Benigne Tu- | Metastasen Entzindliche
Immunreaktio- Probanden moren Rundherde
nen gegen das

einzelne Protein

0-10 % 15 (0,9%) 57 (3,1 %) 19 (1,0 %) 13 (0,7 %) 20 (1,1 %)
10-20 % 83 (4,5%) 130 (7,1 %) 91 (5,0 %) 52 (2,8 %) 81 (4,4 %)
20-30 % 171 (9,3%) 176 (9,6 %) 164 (8,9 %) 156 (8,5 %) 173 (9,5 %)
30-40 % 191 (10,4%) 173 (9,5 %) 187 (10,2 %) | 171 (9,3 %) 187 (10,2 %)
40-50 % 265 (14,5 %) | 156 (8,5 %) 234 (12,8 %) | 282 (15,4 %) | 234 (12,8 %)
50-60 % 228(12,5 %) 226 (12,4 %) | 252 (13,8 %) | 294 (16,1 %) | 252 (13,8 %)
60-70 % 293 (16,0 %) | 239 (13,1 %) | 297 (16,2%) |331(18,1%) | 297 (16,2 %)
70-80 % 287 (15,7 %) | 276 (15,1 %) | 290 (15,9 %) | 256 (14,0 %) | 290 (15,9 %)
80-90 % 209 (11,4 %) | 213(11,6 %) | 200 (10,9 %) | 179 (9,8 %) 200 (10,9 %)
90-100 % 92 (5,0 %) 179 (9,9 %) 91 (5,0 %) 91 (5,0 %) 90 (4,9 %)

Diese Methode der Beschreibung der Haufigkeit von Immunreaktionen gegen die eingesetz-
ten Proteine zeigt lediglich, dass in den Seren aller untersuchten Gruppen in etwa der gleichen
Verteilung Antikorper gegen die eingesetzten Proteinklone vorliegen.

Da die Methode eine Binérisierung der Ergebnisse einsetzt, geht viel an Information verloren.

Die AUC-Berechnung erfolgt nicht bindr und ist damit weit aussagekraftiger.
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Diskussion

Bronchialkarzinomscreening und solitéarer pulmonaler Rundherd

Durch Bronchialkarzinome sterben jahrlich weltweit mehr Patienten als durch jeden anderen
einzelnen Tumor (Parkin et al., 2005) und durch Mamma-, Colon- und Prostatakarzinom zu-
sammen (Jemal et al., 2008). Insgesamt sind 26 % aller Krebstodesfalle bei Mé&nnern und 10
% aller Krebstodesfélle bei Frauen auf ein Bronchialkarzinom zuriickzufiihren (Statistisches
Bundesamt, 2007).

Die 5-Jahresuberlebensrate der Patienten mit nicht kleinzelligem Bronchialkarzinom betrégt
15 % bei Mannern und 18 % bei Frauen und liegt damit ganz erheblich unter den 5-
Jahrestberlebensraten der Patienten mit Mammakarzinom (88 %), Colonkarzinom (65 %) und
Prostatakarzinom (100 %) (GEKID, 2006; Jemal et al., 2008).

Fur das Bronchialkarzinom existiert keine effektive Screening Methode (wie z.B. fir
Colonkarzinom und fir Mammakarzinom), so dass die Diagnose meist erst beim symptomati-
schen Patienten gestellt wird, der zu diesem Zeitpunkt aber meist schon inoperabel ist.

Es besteht weitgehende Ubereinstimmung dariiber, dass die friihzeitige Diagnose eines Bron-
chialkarzinoms und die entsprechend friihzeitige Therapie die Prognose des Patienten wesent-
lich verbessern kdnnen. So betragt beispielsweise die 5-Jahresiiberlebensrate der Patienten mit
nicht kleinzelligem Bronchialkarzinom im Stadium IA (International Association for the Stu-
dy of Lung Cancer, IASLC), i.e. T1la/b NO MO, 73 %, im Stadium IB (IASLC), i.e. T2a NO
MO, 58 % (Rami-Porta et al., 2007; Rusch et al., 2007; Detterbeck et al., 2009). Tumoren die-
ser Stadien stellen sich rontgenmorphologisch als solitare Lungenrundherde dar.

Prinzipiell kann ein suffizientes Screening damit Leben retten.

Es gibt groRe Studien und Ubersichtsarbeiten iiber Screeningmethoden, und alle Arbeiten und
Leitlinien zeigen insofern Ubereinstimmung, dass Rontgeniibersichtsaufnahme des Thorax
und Sputumzytologie zum Bronchialkarzinomscreening ungeeignet sind (Flehinger et al.,
1984; Melamed et al., 1984; Tockman, 1986; Wilde, 1989; Bach et al., 2003, 2007;
Humphrey et al., 2004; Artinian und Kvale, 2005).

Die Thoraxrontgenaufnahme ist ein akzeptiertes diagnostisches Mittel, schnell und leicht
durchzufuhren und ohne wesentliches Risiko, sie ist aber nicht sehr sensitiv. Ausgehend von
den Resultaten der drei grof3en Sreening Studien des National Cancer Institutes in den USA
(John Hopkins, Baltimore; Memorial Sloan-Kettering, New York; Mayo Clinic, Rochester)
schatzten Flehinger und Melamed (1994), dass die Wahrscheinlichkeit, mittels
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Thoraxréntgenaufnahme ein Bronchialkarzinom im Stadium | (UICC) zu entdecken, nur etwa
16 % betragt.

Die sensitivste bildgebende Methode zur Diagnostik von pulmonalen Rundherden ist die
Computertomographie. Die konventionelle Computertomographie des Thorax erfordert Strah-
lendosen und Untersuchungszeiten, die die Methode zum Screening ungeeignet erscheinen
lassen. Die Entwicklung der dosisreduzierten helikalen (Spiral-) Computertomographie redu-
ziert Strahlenbelastung und Untersuchungszeit und bietet damit VVoraussetzungen zum Scree-
ning.

Diese Niedrigdosis-CT Untersuchung des Thorax hat eine Sensitivitat und Spezifitat in der
pulmonalen Rundherddiagnostik wie das konventionelle CT, und beide sind prinzipiell geeig-
net, ein frihes Bronchialkarzinom zu entdecken (Midthun und Jett, 2009). Mittels moderner
CT-Technik kann man Lungenrundherde ab 2-3 mm Durchmesser entdecken. Die mittleren
Durchmesser der in Screening Studien mittels CT entdeckten malignen pulmonalen Rundher-
de waren 9-13 mm (The International Early Lung Cancer Action Program Investigators, (I-
ELCAP), 2006; Swensen et al., 2005).

Wahrend auBerhalb von Screening Studien nur etwa 20 % der Bronchialkarzinome im Stadi-
um | entdeckt werden, werden in CT-Screening Studien 58 % bis 93 % der Tumoren im Sta-
dium | diagnostiziert (Kaneko et al., 1996; Sone et al., 1998; Henschke et al.: Early Lung
Cancer Action Project, (ELCAP), (1999); The International Early Lung Cancer Action Pro-
gram Investigators, (I-ELCAP), 2006; Roberts et al., 2007; Wilson et al., 2008). Die grofRte
Studie (n=31 567) kombiniert die Ergebnisse von ELCAP und I-ELCAP. Von 484 durch
Screening gefundenen Bronchialkarzinomen waren 412 (85 %) im klinischen Stadium |
(UICC).

Computertomographische Untersuchungen zum Screening von Patienten mit hohem Risiko
fur ein Bronchialkarzinom fiihren damit zur Entdeckung von solitaren pulmonalen Rundher-
den, deren Pravalenz in der systematisch untersuchten Bevolkerung generell zwischen 8 %
und 51 % liegt. Die Pravalenz maligner solitarer Lungenrundherde in der Population mit soli-
taren Rundherden liegt zwischen 1,1 % und 12 %. In der jeweils ersten Untersuchung in
Screening Studien (Pravalenzuntersuchung) asymptomatischer Individuen fanden sich bei 0,7-
2,7 % der Personen nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome, in den Kontrolluntersuchungen
Inzidenzuntersuchungen) wurden bei 0,3-1,5 % der Probanden nicht-kleinzellige Bronchial-

karzinome diagnostiziert (Veronesi et al., 2006; Henschke et al., 2004; Gohagan et al., 2004;
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Li et al., 2004; Swensen et al., 2003; Nawa et al., 2002; Henschke et al., 2001; Diederich et
al., 2000).

Aus der Differenz der Pravalenz der Rundherde und der Prévalenz der malignen Rundherde
ergibt sich eine groRe Zahl benigner solitarer Rundherde, die moglicherweise operiert werden,
ohne dass in Wirklichkeit die Notwendigkeit dazu besteht, denn die Diagnostik des solitaren
pulmonalen Rundherdes ist schwierig, und man muss davon ausgehen, dass in einem hohen
Prozentsatz praoperativ eine histologische oder zytologische Artdiagnose nicht gelingt.
Daraus wirde eine Erhéhung der Gesamtzahl der operationsbedingten Todesfalle und Kom-
plikationen resultieren (Artinian und Kvale, 2005; Marshall, 2008; Reich, 2008).

In der vorliegenden Untersuchung wurden 33 % (n=49) der Patienten letztendlich wegen ei-
nes benignen Tumors bzw. eines entziindlichen Rundherdes operiert, was die Schwierigkeit
der Differentialdiagnose der solitdren Lungenrundherde unterstreicht, aber in diesem Fall kei-
ne Wertung eines Screenings zuldsst, da die Rundherde der vorliegenden Studie inzidentell
entdeckt wurden.

In einer Screening Studie von Crestanello et al (2004) erwiesen sich 18 % der im CT entdeck-
ten, vermeintlich malignen und schlieBlich resezierten solitdren Lungenrundherde als benigne.
In einer anderen Screening Studie waren 20 % der operativ therapierten solitdren Rundherde
benigne (Diederich et al., 2002). Bach et al. (2007) konnten mittels CT Screening drei mal
mehr Bronchialkarzinome als statistisch erwartet finden. Daraus resultierte aber eine zehnfach
erhéhte Anzahl an operativen Eingriffen als Folge des Screenings.

Dies ist u.a. ein Grund fur die Empfehlung des American College of Chest Physicians
(ACCP), der American Cancer Society (ACS) und anderer Gesellschaften, dass ein CT Scree-
ning fur das Bronchialkarzinom aktuell nicht angebracht sei (Smith et al., 2008).

Um die Anzahl der falsch positiven Ergebnisse zu reduzieren, wurden in einer aktuellen
Screening Studie bei der ersten CT-Untersuchung solide Rundherde mit einem VVolumen von
weniger als 50 mm? als negativ, d.h. nicht maligne, angesehen. Rundherde mit einem Volu-
men von 50-500 mm?, die bei der ersten Kontrolle nach drei Monaten kein Wachstum zeigten,
wurden ebenfalls als negativ eingestuft. In gleicher Weise wurden Rundherde, die Wachstum
zeigten, aber eine VVolumenverdoppelungszeit von mehr als 400 Tagen hatten, als nicht ma-
ligne interpretiert. Damit konnte bei der Erstuntersuchung eine Spezifitat von 98,3 % und bei
der Zweituntersuchung eine Spezifitat von 99,0 % erreicht werden (van Klaveren et al., 2009).
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Andererseits zeigten sich in einer anderen Screening Studie, dass 27 % der entdeckten malig-
nen Rundherde langsam wachsende Bronchialkarzinome mit Volumenverdopplungszeiten
uber 400 Tage waren (Lindell et al., 2007).

Es gibt darliber hinaus Screening-inharente systematische Fehler, z.B. ,,lead-time bias, length-
time bias, overdiagnosis bias* u.a. (Midthun und Jett, 2009), auf die aber im Zusammenhang
mit der vorliegenden Untersuchung nicht eingegangen werden muss und die nur durch den
Nachweis einer Senkung der Screening bedingten Mortalitdt und nicht durch den Nachweis
einer Uberlebensverlidngerung ausgeraumt werden kénnen und randomisierte Studien erfor-
dern (Strauss, 1999).

Die National Lung Screening Studie (NLST) hat bis einschlieBlich 2004 etwa 53 000 Teil-
nehmer (Raucher und ehemalige Raucher >30 pack-years im Alter von 55 bis 74 Jahren) in
die Gruppen Niedrigdosis Spiral-CT und Thoraxréntgenaufnahme, jeweils als Basis- und fol-
low-up Untersuchung, randomisiert. Man erwartet, dass in dieser Untersuchung eine Redukti-
on der Mortalitdt durch CT-Screening nachgewiesen werden kann (Hillman, 2003). Die end-
gultigen Ergebnisse der NLST und anderer randomisierter Screening Studien (DANTE,
Depiscan, NELSON) sind erst in einigen Jahren zu erwarten (Xu et al., 2006; Blanchon et al.,
2007; Infante et al., 2008).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass ein Screening mit Niedrigdosis-Computertomographie in
der Lage ist, deutlich mehr Bronchialkarzinome zu entdecken, mehr Bronchialkarzinome in
einem frilhen Stadium zu entdecken und das Uberleben zu verlidngern. Keine Studie konnte
jedoch bisher eine Senkung der Mortalitét, d.h. gerettete Leben, nachweisen. Bis zur VVorlage
anderer Ergebnisse werden FriherkennungsmaBnahmen mittels Computertomographie nur
innerhalb von Studien empfohlen (Aberle et al., 2001).

Solitdre pulmonale Rundherde werden auch auflerhalb von Screeninguntersuchungen mittels
CT gefunden und zwar als ,,incidental tumors*, wenn im Rahmen pulmonaler, kardialer, tho-
rakaler, abdominaler, vertebragener Symptome die Indikation zu einer CT-Untersuchung ge-
stellt wird, die dann die Lunge oder Teile der Lunge mit abbildet.

Da ein solitarer pulmonaler Rundherd auf Grund seiner geringen Grof3e eigentlich nie Symp-
tome verursacht, wird er auch nicht zur Indikationsstellung einer computertomographischen
Untersuchung fiihren, es sei denn, der solitdre Rundherd ist bekannt, ist als vermeintlich be-

nigne eingestuft und wird im Verlauf kontrolliert.
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Das Vorhandensein eines solitdaren Lungenrundherdes lasst fast immer den Verdacht auf einen
malignen Tumor der Lunge aufkommen. Die Untersuchungen, die zur ldentifizierung eines
malignen Lungenrundherdes am meisten leisten, sind CT mit Kontrastmittel, PET und CT-
gesteuerte transthorakale Punktion.

CT mit Kontrastmittel hat bei der Identifizierung maligner Lungenrundherde eine Sensitivitét
von 98-100 %, jedoch eine Spezifitat von nur 54-93 % (Wahidi et al., 2007).

Die Sensitivitdt der Positronenemissionstomographie (PET) in der Diagnostik maligner
Rundherde betrégt 80-100 %, die Spezifitat ist mit 40-100 % niedriger und unterscheidet sich
deutlich zwischen den einzelnen Studien (Wahidi et al., 2007). Bei Rundherden, die kleiner
als 1 cm im Durchmesser sind und bei niedriger metabolischer Aktivitat eines malignen Her-
des ist PET oft falsch negativ (Bastarrika et al., 2005).

Die Studien mit CT-gesteuerter Punktion zeigen, wenn die zytologische Untersuchung ein
spezifisches benignes oder malignes Ergebnis zeitigt, eine hohe Sensitivitat (82-100 %), je-
doch mindestens 20 % der Punktionsresultate erwiesen sich in den Studien als unspezifisch
und nicht richtungsweisend (Wabhidi et al., 2007).

Tumormarker

Unter Tumormarkern versteht man Proteine, Peptide oder andere chemische Verbindungen im
Blut oder anderen Kdrperflissigkeiten (z.B. Bronchialsekret, bronchoalveoléare Lavage, Urin
u.a.) deren erhohte oder erniedrigte Konzentration oder Mutation auf einen bestimmten Tu-
mor oder ein Rezidiv eines bestimmten Tumors schlieRen lasst. Ihr Nachweis stellt die ele-
ganteste und dariber hinaus eine minimal invasive Methode in der Tumordiagnostik dar.
Leider hat sich jedoch gezeigt, dass die einzelnen und in der Diagnostik des Bronchialkarzi-
noms gepriiften Tumormarker nur wenig spezifisch sind (Yamamoto et al., 1996; Yamaguchi
et al., 2000; Brichory et al., 2001; He et al., 2007; Tureci et al., 2006). Die gleichzeitigen Un-
tersuchungen von kleineren Gruppen von Markern (bekannte Antigene, Tumor assoziierte
Proteine, andere Serumproteine wie z.B. p53, HER2, CEA, GAGE?7, alpha 1-antitrypsin) bei
Patienten mit Bronchialkarzinomen und gesunden Probanden erbrachten Hinweise darauf,
dass die Kombination mehrerer Marker ein hoheres diagnostisches Potenzial hat als der ein-
zelne Marker (Zhong et al., 2004; 2005; 2006; Chapman et al., 2008).

Autoantikorper
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Tumoren kénnen Autoantikdérper induzieren, die sehr spezifische Marker darstellen und die
auch prognostische Aussagen zulassen (Blaes et al., 2000) und sehr frih im Verlauf der Er-
krankung auftreten konnen (Chapman et al., 2008).

Prinzipiell kann das erworbene antigenspezifische Immunsystem einen Tumor erkennen (Sa-
hin et al., 1995), aber in den allerwenigsten Fallen mit seinen Effektorzellen, den Lymphozy-
ten, den Tumor zerstoren. Es gibt aber eine erste prospektive randomisierte Phase-I11-Studie,
die belegt, dass Patienten mit fortgeschrittenem Malignen Melanom nach einer tumorspezifi-
schen aktiven Impfung signifikant langer leben (Schwartzentruber und Hwu, 2009).

Bei Patienten mit Hirntumoren konnte eine humorale Immunantwort nachgewiesen werden,
die zu einer frihen Diagnose des Tumors geeignet war (Comtesse et al., 2005).

Die Untersuchung einzelner Autoantigene beim Bronchialkarzinom zeigte aber, dass auch
hier wie bei allen anderen untersuchten Tumormarkern insbesondere die niedrige Spezifitét
den Einsatz in der Diagnostik und Differentialdiagnostik limitiert (Yamaguchi et al., 2000;
Tdreci et al., 2006; He et al., 2007).

Studien Gber Hirntumoren (Comtesse et al., 2005) und Prostatakarzinome (Wang et al., 2005)
versuchten diesen Nachteil auszugleichen, indem fur jede Tumorentitat individuelle Gruppen
verschiedener immunogener Antigene eingesetzt wurden.

Leidinger et al. (2008) untersuchten bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Lunge 82
Autoantigene und konnten mit ihrer Hilfe diese Patienten (n=39) mit einer Sensitivitat von
92,9 %, einer Spezifitat von 93,1 % und einer Genauigkeit von 93,0 % von gesunden Proban-
den (n=40) trennen und auch von Patienten mit COPD (Chronic Obstructive Pulmonary
Disease) und Pneumonie unterscheiden.

Mit der gleichen Methode konnten dhnlich hohe Sensitivitdten und Spezifitdten auch bei an-
deren Tumorentitaten im Vergleich mit gesunden Probanden und Patienten mit benignen, in
erster Linie entziindlichen Erkrankungen, gefunden werden (Keller et al., 2009).

Die gleiche Autorengruppe untersuchte weiterhin 47 Seren von Patienten mit Bronchialkarzi-
nom, 26 Seren mit nicht-tumordsen Lungenerkrankungen (Pneumonie, COPD) und 80 Kont-
rollseren. In einem Primérscreening mittels Proteinmacroarrays erwiesen sich 1827
Peptidklone als reaktiv, die dann mit den zu untersuchenden Seren gescreent wurden. Dabeli
wurden in der Trennung der Gruppen ,,Bronchialkarzinom — gesunde Probanden* eine Sensi-
tivitdt von 97,9 %, eine Spezifitdt von 97,0 % und eine Genauigkeit von 97,6 % erreicht
(Leidinger et al., 2010). Daraus resultiert eine Falschpositivrate von 3 % (2 der 80 Kontrollse-
ren wurden falsch als Seren von Tumorpatienten klassifiziert) und eine Falschnegativrate von

2,1 % (1 der 47 Seren von Tumorpatienten wurde falsch als Serum eines gesunden Patienten
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der Kontrollgruppe klassifiziert). Zusammengefasst wurden 3 von 127 Seren falsch, d.h. 124
richtig klassifiziert. Eine Unterscheidung zwischen nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom
(n=29) und kleinzelligem Bronchialkarzinom (n=18) war nur schlecht moglich (Sensitivitat
76,7 %, Spezifitat 52,2 %, Genauigkeit 67,3 %).

Mit einer Genauigkeit von 88,5 % konnte zwischen Seren von Bronchialkarzinompatienten
und Seren von Patienten mit einer nichttumorésen Lungenerkrankung (COPD/Emphysem,
Pneumonie) unterschieden werden.

Es liel sich damit zeigen, dass Seroreaktivitatsprofile, d.h. Autoantikdérpermuster in der Diag-

nostik des Bronchialkarzinoms hilfreich sein konnen.

Seroreaktivitatsprofile der Patienten mit solitdren pulmonalen Rundherden

Den néchsten Schritt in der Beurteilung der Methode, allein mittels Seroreaktivitatsprofilen
unterschiedliche Erkrankungen der Lungen unterscheiden zu kénnen, macht die vorliegende
Studie, indem sie Blut von Patientengruppen mit rontgenmorphologisch &hnlichen und gleich-
zeitig kleinen Lungenrundherden, die jedoch histopathologisch verschiedene Ursachen haben,
untersucht.

Bronchialkarzinome, die sich in der Computertomographie als solitdre Rundherde darstellen,
sind T1-Tumoren, d.h. sie sind dann, wenn zusatzlich eine NO-Situation vorliegt, Friihformen,
die nach potenziell kurativer operativer Therapie eine gute Prognose haben und die man nur
durch ein Screening oder inzidentell entdecken kann, da sie keine Symptome verursachen.

Die GroRe ist aber nicht immer Ausdruck der biologischen Aggressivitat oder Differenzierung
eines Tumors. In der ELCAP Studie sind solitdre Subzentimeterrundherde beschrieben, die
letztlich Bronchialkarzinome in héheren Tumorstadien (IH1A, 111B; UICC) waren (Henschke

et al., 2001). Auch dies schrénkt die Computertomographie als Screening Methode ein.

In zwei Studien wurde der Nachweis mehrerer (5 bis 7) Tumor assoziierter Antigene benutzt,
um Bronchialkarzinome zu detektieren (Zhang et al., 2003; Chapman et al., 2008), und es
wurden Sensitivitdten von 68 bzw. 76 % und Spezifitdten von 92 bzw. 91 % in der Trennung
von Seren der Bronchialkarzinompatienten von Seren gesunder Probanden erreicht. Keine
dieser Studien unterscheidet aber zwischen Tumoren in friihen und spaten Tumorstadien.

Zhong et al. (2006) untersuchten mit 5 immunogenen Proteinen als Marker die
Seroreaktivitatsprofile von Seren aus der Mayo Clinic CT Screening Studie. Sie konnten da-
mit Seren von Tumorpatienten mit T1-Erkrankung von Seren gesunder Probanden mit einer

Sensitivitat und Spezifitat von jeweils 91,3 % trennen. 32 von 40 ,, Tumorseren® zeigten be-
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reits 1 bis 5 Jahre vor der computertomographischen Entdeckung des Tumors ein Antikorper-
profil wie manifest an einem Tumor Erkrankte.

VVon Leidinger et al. (2009, 2010) wurden Patienten des Tumorstadiums | (i.e. pT1-2 pNO
cMO; UICC, 6. Auflage, 2002) untersucht. Auch in diesen friihen Stadien war eine Trennung
zwischen Seren von Patienten mit Bronchialkarzinom von Seren gesunder Probanden mit ei-

ner Sensitivitat von 75,9 % und einer Spezifitat von 97,6 % maoglich.

In der vorliegenden Untersuchung wurden Seren von 51 Patienten mit nicht-kleinzelligem
Bronchialkarzinom im Stadium T1NO, von 9 Patienten im Stadium T1N1 und von 4 Patienten
im Stadium T1N2, 19 Seren von Patienten mit benignen Lungentumoren, 35 Seren von Pati-
enten mit Lungenmetastasen von Tumoren extrathorakaler Organe, 30 Seren von Patienten
mit nicht-tumordsen entzundlichen Lungenrundherden und 48 Seren gesunder Blutspender

untersucht.

Die Klassifizierung der Seren der Patienten mit Bronchialkarzinom der TNM-Stadien pT1
pNO-2 vs. Seren gesunder Kontrollen ergab eine diagnostische Genauigkeit von 77,68 %
(Sensitivitat: 78,90 %, Spezifitat: 77,08 %). Das bedeutet, dass die Trennung von Patienten
mit Bronchialkarzinomen, die rontgenmorphologisch als Rundherd auftreten, und gesunden
Probanden madglich ist. Bei dieser Klassifizierung gibt es 17 informative Klone mit AUC-

Werten, die kleiner als 0,3 bzw. groRer als 0,7 sind.

Bei der Klassifizierung der Seren der Patienten mit Bronchialkarzinom der TNM-Stadien
pT1pNO-2 vs. Seren von Patienten mit benignen Lungentumoren wird eine Trenngenauigkeit
von 69,88 % erreicht. Die Sensitivitat (Erkennen der Bronchialkarzinome) betrégt 87,50 %,
wahrend die Spezifitat nur 12,37 % betragt. Die niedrige Spezifitat ist auf die wesentlich klei-
nere Zahl der Serumproben von Patienten mit benignen Lungentumoren (19 vs. 64) zuriickzu-
fuhren. Auch in dieser Vergleichskonstellation gibt es ausreichend informative, d.h. trennende
Klone (n = 15) mit AUC-Werten, die kleiner als 0,3 bzw. groRer als 0,7 sind.

Die Klassifizierung der Seren der Patienten mit Bronchialkarzinom der TNM-Stadien
pT1pNO-2 vs. Seren von Patienten mit entziindlichen Lungenerkrankungen, die sich lediglich
als solitarer pulmonaler Rundherd manifestieren, ergab eine Trenngenauigkeit von 61,70 %,
eine Sensitivitat (Erkennen der Bronchialkarzinome) von 78,12 % und eine Spezifitat von

28,34 %. Es fanden sich keine informativen Klone mit AUC-Werten kleiner 0,3 bzw. gréRer
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0,7. Die niedrige Spezifitat ist in erster Linie auf die ungleiche Anzahl der Proben (30 vs. 64)
zurtickzufuhren.

Die Klassifizierung der Seren der Patienten mit Bronchialkarzinom der TNM-Stadien
pT1pNO-2 vs. Seren von Patienten mit solitirer Lungenmetastase extrathorakaler Tumoren
ergab eine Trenngenauigkeit von 55,56 %, eine Sensitivitat (Erkennen der Bronchialkarzino-
me) von 67,19 % und eine Spezifitdt von 34,29 %. Es fand sich ein informativer Klon mit
einem AUC-Wert groRRer 0,7. Die niedrige Spezifitét ist in erster Linie auf die ungleiche An-

zahl der Proben (30 vs. 64) zuriickzufthren.

Die Klassifizierung der Seren der Patienten mit Bronchialkarzinom der TNM-Stadien
pT1pNO-2 (maligne solitdre Lungenrundherde) vs. Seren von Patienten mit mit solitaren Lun-
genrundherden anderer Genese (benigne Lungentumoren, entziindliche und nicht-tumordse
Rundherde, Metastasen extrapulmonaler Tumoren) ldsst keinerlei Trennung zwischen den
beiden groRen Gruppen zu. Die Genauigkeit betragt 56,76 %, die Sensitivitat 53,12 % und die
Spezifitat 59,52 %, d.h. die Zuordnung ist zufallig. Informative Klone mit AUC-Werten gro-

Rer 0,7 oder kleiner 0,3 konnten nicht gefunden werden.

Die Methode der Proteinmacroarray-Autoantikorperbestimmung lasst somit eine Trennung
von Patienten mit Bronchialkarzinom in einem frihen Stadium (pT1pNO-2) und gesunden
Probanden zu und kann dadurch eine Bedeutung beim Screening erreichen.

Die Methode ist in der angewandten Form und moglicherweise durch die getroffene Auswahl
der Antigene und zur Zeit aber nicht in der Lage, differentialdiagnostische Aussagen in der
Beurteilung des solitaren Lungenrundherdes zu machen, die tber die Aussagen auf der Basis
klinischer und insbesondere réntgenmorphologischer Kriterien hinausgehen.

In der Zukunft sollte es aber mdglich sein, mit einem kleineren Antigenpool gereinigter und in
ganzer L&nge kompletter Proteine bessere Ergebnisse zu erreichen (Leidinger et al., 2010).
Die hier vorliegenden Ergebnisse lassen sich dadurch erkléaren, dass die Gruppe der Erkran-
kungen, die sich als Rundherd der Lunge manifestieren, sehr heterogen ist. Bei den Metasta-
sen extrathorakaler Tumoren der vorliegenden Untersuchung handelt es sich um Karzinom-
metastasen aus mehreren Organen (Colon, Niere, Mamma, Uterus, Schilddrise),
daliberhinaus um Sarkommetastasen (Fibrosarkom, Histiozytom) und um Plasozytomherde.
Unter den benignen Tumoren sind Chondrohamartome, Fibrome und Lipome und unter den

entzindlichen und anderen nicht-tumordsen Rundherden sind Nekrosen, Atelektasen,
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anthrakotische  und  silikotische  Herde, = Aktinomykose, = Echinokokkose  und

Kokzidioidomykose.

Unter den benignen Lungentumoren sind andererseits 13 wvon 19 Tumoren
Chondrohamartome, was gegeniiber den Rundherdgruppen ,,Lungenmetastasen* und ,.ent-
zindliche und andere nicht-tumordse Herde* eine groRere Homogenitat bedeutet. Entspre-
chend finden sich in der Klassifizierung Bronchialkarzinome vs. benigne Lungentumoren eine
Trennungsgenauigkeit von 69,88 % und immerhin 15 Klone mit einer AUC unter 0,3 bzw.

uber 0,7, die prinzipiell eine Differenzierung der Gruppen zulassen.
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