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1. Zusammenfassung

1.1. Zusammenfassung

Hintergrund:

TTF-1 stellt einen sensitiven als auch hoch spezifischen Marker zur Diagnose von pulmonalen
Adenokarzinomen und Schilddrisenkarzinomen dar. (Boggaram 2009) In pulmonalen
Adenokarzinomen wird TTF-1 in 62,5-90% der Falle exprimiert. (Myong 2003; Moldvay et al.
2004) In der Routinediagnostik gibt es allerdings immer wieder Probleme bei der
Differenzialdiagnose von TTF-1 negativen Fallen. Durch immunhistochemische TTF-1 Analyse
pulmonaler Adenokarzinome konnte nachgewiesen werden, dass sich abhéngig vom
Differenzierungsgrad TTF-1 Expression und 5-Jahres-Uberleben in den histologischen
Untergruppen unterscheiden. (Sterlacci et al. 2012; Sousa et al. 2015)

Ziel:

Ziel der Studie war die diagnostische Sensitivitat zur Erkennung pulmonaler Adenokarzinome
zu steigern und mdogliche Zusammenhange zwischen TTF-1 mRNA- und Proteinebene zu
korrelieren. Dazu untersuchten wir die TTF-1 mRNA mittels gRT-PCR anhand von 199

Feinnadel-mikrodissezierter Falle.
Methoden:

Die Untersuchung von TTF-1 mRNA und Protein erfolgte mittels qRT-PCR und
Immunbhistologie (Klon: 8G7G3/1) in Formalin-fixiertem Paraffin-eingebetteten Tumorgewebe.
Insgesamt untersuchten wir 51 azindre (AC) und 50 solide (SOL) pulmonale Adenokarzinome.
49 pulmonale Plattenepithelkarzinome (SQCC) und 49 pulmonale Metastasen eines
colorektalen Adenokarzinoms (pCRC) dienten als Kontrolle. Wir nutzten f2M als Haushaltsgen
und die gPCR Human Reference Total RNA von Agilent als Kalibrator. Der spezifische Primer
(Hs00968940 _m1, ThermoFisher Scientific) wurde zur Reversen Transkription der TTF-1 RNA
in cDNA angewandt. Der TTF-1 Status wurde anhand eines A A Ct -Schwellenwert in der
ROC-Kurve bestimmt.

Resultate:

TTF-1 mRNA Expression ist am hochsten in AC und SOL. Die A A Ct -Werte belaufen sich
auf bis 23x10%. SQCC und pCRC zeigen signifikant niedrigere Werte auf. TTF-1 mRNA kann
mit einer Sensitivitdt bzw. Spezifitdt von 82,2%/92,9% in pulmonalen Adenokarzinomen
(Schwellenwert 300,14), 90%/85,7% in azindren Adenokarzinomen (Schwellenwert 238,25)
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und 58%/98% in soliden Adenokarzinomen (Schwellenwert 825,75) nachgewiesen werden.
64,7% der AC und 60% der SOL stellen sich auf Proteinebene als TTF-1 positiv dar. In 21,8%
der AC und SOL (Schwellenwert 300,14) , 25,5% der AC (Schwellenwert 238,25) und 10% der
SOL (Schwellenwert 825,75) ist TTF-1 Protein neg./mRNA pos.

TTF-1 mRNA und Protein I&sst sich in AC und SOL signifikant korrelieren, sowie einen starken
bzw. mittleren positiven Effekt nachweisen (p cesamtkonorte= 0,00; I's. Gesamtkohorte= 0,49; P azinare
Adenokarzinome=0,001; T's; azinare Adenokarzinome=0,45; Psolide Adenokarzinoma=0,00; T's:solide Adenokarzinoma=0,95).
Es konnte zwischen azindren und soliden pulmonalen Adenokarzinomen kein Zusammenhang
zwischen der Abnahme des Differenzierungsgrad und dem Abfall der TTF-1 Expression auf
Protein-und mRNA-Ebene nachgewiesen werden (Pmrna=0,123;Pprotein=0,684).

Schlussfolgerung:

Abhangig vom verwendeten Schwellenwert erlaubt die Quantifizierung von TTF-1 mRNA den
Gewinn zusatzlich tumorspezifischer Informationen in 21,8%, 25,5% und 10% der TTF-1
negativen pulmonalen Adenokarzinome. Die Quantifizierung der TTF-ImRNA aus Formalin-
fixiertem Paraffin-eingebettetem Gewebe kann als wertvolles diagnostisches Handwerkzeug zur
mdoglichen Beschleunigung des klinischen Ablauf genutzt werden. Eine Zunahme der TTF-1
MRNA geht in pulmonalen Adenokarzinomen mit einer gesteigerten TTF-1 Proteinproduktion
einher - und umgekehrt. Ein Zusammenhang zwischen der Abnahme des Differenzierungsgrad
und dem Abfall der TTF-1 Expression ist nicht nachweisbar.



1.2 Abstract

Background:

TTF-1 is a sensitive and highly specific marker for the diagnosis of pulmonary adenocarcinoma
and thyroid carcinoma. (Boggaram 2009) In pulmonary adenocarcinomas TTF-1 is expressed in
62,5-90% of the cases. (Myong 2003; Moldvay et al. 2004) Routine diagnostics frequently
troubles with the differential diagnosis of TTF-1 negative cases. Grading according to
predominant histologic architecture of pulmonary adenocarcinoma not only revealed different

TTF-1 expression, but also distinct 5 year-survival. (Sousa et al. 2015; Sterlacci et al. 2012)
Objective:

The aim of this study was to enhance diagnostic sensitivity for the detection of primary
pulmonary adenocarcinomas and to correlate possible links between TTF-1 mRNA and protein
levels in pulmonary adenocarcinoma. Therefore we analysed TTF-ImRNA by qRT-PCR and
needle microdissection in 199 cases.

Methods:

TTF-1 mRNA and protein were detected by gRT-PCR and immunohistochemistry (Clone:
8G7G3/1) in FFPE tumour tissues. Overall 51 acinar (AC) and 50 solid (SOL) pulmonary
adenocarcinomas were analysed. 49 pulmonary squamous cell carcinomas (SQCC) and 49
pulmonary metastasis of colorectal adenocarcinomas (pCRC) served as controls. B2M served as
housekeeping gene, gPCR human reference total RNA from Agilent as the calibrator. TTF-1
RNA was reverse transcribed into cDNA using a specific reverse primer (Hs00968940 _m1,
ThermoFisher Scientific). TTF-1 status was determined by ROC-curve calculating a A ACy
threshold.

Results:

TTF-1 mRNA expression is highest in AC and SOL. The A A C; values amount up to 23x10°.
SCC and pCRC show significantly lower values. TTF-1 mRNA shows a sensitivity and
specificity of 82,2%/92,9% in pulmonary adenocarcinoma (threshold 300,14), 90%/85,7% in
acinar adenocarcinoma (threshold 238,25) and 58%/98% in solid adenocarcinoma (threshold
825,75). TTF-1 protein is positive in 64,7% of the AC's and in 60% of the SOL's. 21,8% of AC
and SOL (threshold 300,14), 25,5% of AC (threshold 238,25) and 10% of SOL (threshold
825,75) are TTF-1 protein neg./mRNA pos.

In AC and SOL was a correlation between TTF-1 mRNA and protein by use of Spearman-rank-

correlation exposed and a strong and intermediate positive effect calculated (P ttar conort= 0,00; s
3



total cohort— 0’49; p acinar adenocarcinomazO,OOl; rS; acinar adenocarcinoma:Oy45; psolid adenocarcinomaanOO; rS;solid

adenocarcinoma=0,9D).  There is no correlation between less differentiated adenocarcinoma and
decrease of TTF-1 expression in acinar and solid adenocarcinoma (Pmrna=0,123;Pprotein=0,684).

Conclusion:

Depending on the threshold used, the quantification of TTF-1 mRNA gives additional tumour
specific information in 21,8%, 255% or 10% of the TTF-1 negative pulmonary
adenocarcinomas. Thus, TTF-1 transcript quantification from FFPE tumour tissue can be
considered as a valuable diagnostic tool, potentially accelerating clinical procedures. An
increase of TTF-1 mRNA in pulmonary adenocarcinoma is associated with a raising TTF-1
protein production - and vice versa. The consistent TTF-1 expression in moderate-differentiated
and less-differentiated pulmonary adenocarcinoma indicates that expression is not affected by
the differentiation state.



2. Einleitung

2.1. Medizinische Entwicklung

Seit Jahrzehnten haben sich medizinische Studien zur Entwicklung neuer Medikamente,
Therapieansatze und der Diagnostik hauptséchlich auf die Proteine und DNA im menschlichen
Kdorper konzentriert. Wahrend die DNA als Tréager der Erbinformationen den Bauplan der Zelle
verwirklicht, Gben Proteine vielfaltige Funktionen im Stoffwechsel der Zelle aus. Die
Erforschung beider hat zu den medizinischen Fortschritten und Entwicklungen gefiihrt, wie wir
sie bis dato kennen. Mdglichkeiten fiir zukinftige Anwendungsbereiche der RNA hat man dabei
lange vernachléssigt. Um die zahlreichen Zellabldufe zwischen DNA und der Bildung des
einzelnen Proteins noch besser zu verstehen und Limitierungen der bisherigen Forschung zu

tiberwinden, wird sich seit einiger Zeit vermehrt auf die Erforschung der RNA konzentriert.

Durch die Entdeckung der RNA in den 1950er und 1960er Jahren hat eine Gruppe von
Wissenschaftlern um James E. Darnell die Grundlagen der Molekularbiologie gelegt. Anfangs
ist die mRNA nur als eine Art Dienstbotenmolekil betrachtet worden, die mittels Basenabfolge
der DNA eine verschlusselte Kopie der genetischen Information der Zelle anfertigt und fiir die
anschlieBende Ubersetzung in die Aminosauresequenz der Proteine bereit steht. Durch den
Nachweis der verschiedenen RNA-Typen im Jahre 1971 (siehe Abb.1) ist dem einzelstrédngigen
RNA-Molekil als wichtiges Bindeglied zwischen den zahlreichen Signalkaskaden von
Transkription und Translation letztendlich die Aufmerksamkeit zu teil geworden, die es
verdient. (Scherrer 2003)

MRNA

tRNA  rRNA

Abbildung 1: 1971 von James E. Darnell entdeckte RNA-Typen.



Uberleben, Wachstum und Differenzierung sind zellulare Entscheidungen, die sich auf standig
andernde Genexpressionsmuster zurlickfiihren lassen. Die Fahigkeit diese zu quantifizieren
erlaubt einen Einblick ins Innere der Zelle, deren momentane Arbeitsablaufe und
Zellaktivitaten. Dabei gibt es unterschiedliche Techniken, um mRNA zu quantifizieren:
Northern Blotting, in situ Hybridisierung, RNAse Protection Assays, cDNA Arrays und die
Reverse Transkriptase-PCR. (Bustin 2000)

Seit Einfuhrung der "quantitativen Real-time Polymerase-Kettenreaktion" (qPCR) hat sich die
Technik zur Quantifizierung von Nukleinséduren immens vereinfacht und verbessert und ist
dadurch ein unschatzbares Werkzeug fir viele Wissenschaftler in den verschiedensten
Disziplinen geworden. Vorteile der gPCR sind eine hohe technische Sensitivitat (<5 Kopien)
und eine hohe Genauigkeit (<2% Standardabweichung). Nachtrégliche post-PCR Schritte fallen
weg und verhindern dadurch die Mdglichkeit einer Kreuzkontamination. Dieser Vorteil hat
insbesondere in den diagnostischen Feldern vermehrtes Interesse hervorgerufen. Kombiniert mit
einer Verringerung der Wiederholungszeiten und den fallenden Kosten hat die
Molekulardiagnostik eine Revolution erfahren. Wichtige Anwendungsbereiche sind heute die
klinische Mikrobiologie, Onkologie und Genexpressionsanalyse. Die gPCR hat dieselbe
Sensitivitat wie die klassische Methode, ist aber weniger zeit- und arbeitsintensiv. Im Gegensatz
zu den klassischen mikrobiologischen Untersuchung, kann die gPCR Nukleinsduren von
lebenden und toten Pathogenen erkennen und quantifizieren. Insbesondere der Befall durch
Viren, Bakterien, Pilze und deren Nachweis sind heutige Anwendungsbereiche. In der
Onkologie nutzt man die gPCR zur Detektion und Quantifizierung von chromosomalen
Translokationen, um so MRD (minimal residual-disease) und Remissionsraten zu Gberwachen
oder um Graft-versus-Host-Reaktionen in Lymphompatienten nachzuweisen. Vorausschauende
Genanalysen und der Nachweis von relevanten Single-Nukleotid-Polymorphismen (SNP's) sind
ein  weiterer Anwendungsbereich mit zukinftigem Potenzial. Der dritte groRe
Anwendungsbereich der gPCR stellt die Quantifizierung von Genexpressionen dar (siehe
Abb.2). (Klein 2002; Bustin 2000)

Die Einfuhrung der qPCR in die Molekularbiologie hat den Nachweis von Nukleinsduren
vereinfacht und beschleunigt. Heute kdnnen enorme Mengen von Datensétzen in kirzester Zeit
analysiert und ausgewertet werden. Diese zunehmend hochtechnisierte Medizin kommt durch

eine beschleunigte Diagnostik auch dem Patienten entgegen. (Klein 2002; Bustin 2000)



Genexpression

¢ Diagnostik

e wissenschaftliche Studien zu
Interaktion von
biochemischen Prozessen im
menschlichen Kérper

Onkologie Mikrobiologie

¢ Detektion chromosomaler *Nachweis von Viren,
Translokation Bakterien und Pilzen
¢ Single-Nukleotid-
Polymorphismen

Abbildung 2: Wichtigste Anwendungsbereiche der qPCR.

Wéhrend wir mit der gRT-PCR die posttranskriptionelle Regulation der mRNA nachweisen,
dient die immunhistologische Untersuchung der Suche nach zell- oder gewebespezifischen
Antigenen, die von Aminosdauren und Proteinen bis zu mikrobiologischen Erregern und
spezifischen Zellpopulationen reichen kénnen. (Brandtzaeg 1998) Auf diese Weise lassen sich
die Produkte aus Transkription (TTF-1 mRNA) und Translation (TTF-1 Protein) und deren

Zusammenhang darstellen.

Prinzipiell besteht die Technik der Immunhistologie aus zwei Phasen: In der
Vorbereitungsphase werden die Proben auf dem Objekttrager prépariert und anschlieend nach
verschiedenen Zwischenstufen mit primdren und sekundéren Antikorpern inkubiert. In der
zweiten Phase erfolgt die Interpretation und Quantifizierung. (de Matos et al. 2010) Dabei stellt
die Immunohistochemie einen recht weitlaufigen Begriff dar, der verschiedenste Methoden zur
gewebespezifischen Farbung von Antigenen durch Gebrauch von spezifischen Antikdrpern
darstellt. Die immunhistologische Untersuchung erlaubt uns, nicht nur den histologischen
Ursprungsort der Zellen zu determinieren, sondern bei Gebrauch der richtigen Antikorper auch
deren funktionelle Bedeutung in vivo zu bestimmen. Die Immunhistologie gehért, neben
verschiedenen anderen Techniken, zu den Methoden die in vitro und in situ durchgefuhrt
werden und in vivo Momentaufnahmen der intrazellularen biochemischen Abldufe darstellen.
Damit bilden sie eines der fundamentalen S&ulen der biomedizinischen Forschung. Die
Immunhistochemie stellt nicht nur eine deskriptive Methode dar, sondern weist bei richtigem
Gebrauch und standardisierter Analytik eine hohe Genauigkeit zur Semiquantifizierung auf.
(Brandtzaeg 1998; Haines and West 2005) Sie ist sowohl ein wichtiges Werkzeug zur
wissenschaftlichen Forschung, als auch ein Hilfsmittel zur Differentialdiagnose bei



unzureichendem Informationsgewinn durch konventionelle histologische Farbungen (z.B. H.E.).
(Taylor and Kledzik 1981; Bodey 2002) Die wichtigsten Anwendungsbereiche in Forschungs-
und Pathologielaboren sind die histogenetische Diagnose von morphologisch nicht-
differenzierbaren Neoplasien, Subtypisierung von Neoplasien, Darstellung des Ursprungsort
von malignen Neoplasien, Suche nach Prognosefaktoren und Therapieindikationen von
Erkrankungen, Unterscheidung zwischen benignen und malignen Neoplasien und die
Identifizierung von gewebespezifischen Strukturen und Organismen. (Bodey 2002; Leong and
Wright 1987; Werner et al. 2000) Die Immunhistologie stellt in 95% der Falle eine hilfreiche
diagnostische Methode dar und steuert zur geeigneten chirurgischen und therapeutischen
Entscheidungsfahigkeit mit geringen Kosten, aber hohem Nutzen bei. Die Auswertung der
immunhistologischen Expressionsresultaten basiert meist auf qualitativer und subjektiver

Einschatzung, wahrend die Semiquantifizierung seltener eine Rolle spielt. (de Matos et al. 2010)

histogenetische
Diagnose von
morphologisch
undifferenzierbaren
Neoplasien

Prognosefaktoren
und
Therapieindikation

Suche Primarlocus
maligner Neoplasien

Unterscheidung Identifikation
zwischen benignen gewebespezifischer
und malignen Strukturen und
Neoplasien - Organismen

Abbildung 3: Anwendungsbereiche der Immunbhistologie.

Nach dem Einzug der Immunhistochemie in die Labore der Pathologie-Institute ist versucht
worden mittels Immunhistochemie Proteinexpression zu quantifizieren. Durch zahlreiche
Studien ist ein Nachweis fir die Korrelation zwischen den Resultaten der immunhistologischen
Anférbbarkeit und der Antigenkonzentration geliefert worden. (Elias 1990; True 1988; Becker
1993) Immunhistologische Anféarbbarkeit lasst sich bezlglich der Farbungsintensitdt in der



Regel schlechter kontrollieren. Daher sind Vergleiche zwischen unterschiedlichen Zellen
innerhalb eines Schnittes als auch zwischen verschiedenen Schnitten schwierig. Nutzt man
einen vollautomatisierten Farbeautomat verringern sich diese Probleme. Die Reagenzien, die in
immunhistologischen Untersuchungen genutzt werden, haben das Potential korrekte quantitative
Resultate zu erzielen. Es sind dieselben Reagenzien, die zur Durchfuhrung eines Serum-ELISA
notwendig sind. Wéahrend allerdings die immunologischen Grundsétze und Reagenzien in einer
ELISA-Untersuchung als quantitativ ausgewertet werden kénnen, dient die Immunhistochemie
tiberwiegend als semiquantitativer Nachweis. (Taylor and Levenson 2006) Dabei sind durchaus
statistisch  signifikante Korrelationen zwischen immunhistochemischen Reaktionen und
Proteinexpression u.a. durch Western Blotting nachgewiesen worden. (Venter et al. 1987; Brey
et al. 2003)

Fortschritte in Molekularbiologie und Entwicklung von neuen Krebstherapien bedurfen
verlasslicher Resultate im Nachweis von Zielgenen oder neuen Molekilen, um Patienten fiir
eine spezifische Therapie zu selektieren. Ein Beispiel stellt die Trastuzumab-Therapie in
Mammakarzinomen bei einer Anfarbbarkeit fiir das Onkogen HER2 dar. (Baselga et al. 2006)
Zahlreiche quantitative Bestimmungen basierend auf visuellen Scores wurden entwickelt, um
die Semiquantifizierung zu verbessern. (Heyderman et al. 1989) Wenn analysiert durch
erfahrene Hande, lasst sich fiir visuelle Scores bezuglich klinischer Variablen eine statistische
Signifikanz darstellen. (de Matos et al. 2010)



22. TTF-1

Wachstum und Untergang der Zelle und die damit einhergehende Entwicklung des gesamten
menschlichen Organismus hangen an einem Netzwerk von Signalen, die in den verschiedensten
Mustern von Genexpression resultieren. Unter den zahlreichen Elementen, die die
Genexpression beeinflussen, haben Enhancer und Transkriptionsfaktoren den gréften Einfluss

auf die Initiation der Genexpression. (Spitz and Furlong 2012)

Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die durch die Bindung spezifischer Promoter oder
Enhancer-Sequenzen fahig sind, die Initiation und Regulation von Transkription-spezifischer

Gene zu steuern. (Lemon and Tjian 2000)

Die Expression von ausgewahlten Genen in Schilddrise, Lunge und limitierten Regionen des
Gehirns wird durch den Thyroidalen Transkriptionsfaktor-1, kurz TTF-1, auch bekannt als
Nkx2-1, aktiviert. (Bingle 1997) TTF-1 gehort zu den Homdodomanen-Transkriptionsfaktoren,
die eine Schlisselrolle in der Kontrolle der Embryogenese und -differenzierung von Lunge,
Schilddriise und Teilen des ZNS spielen. Proteine, die Homéodomanen besitzen, kontrollieren
die Aktivierung der Transkription durch spezifische Bindung an DNA-Sequenzen mittels der
Homdodomane. (Gehring 1987; Scott et al. 1989).

2.2.1. Rolle und Expression

TTF-1 agiert als eine Art Masterreguliergen und kontrolliert die Expression zahlreicher
Schilddriisen- und Lungen-spezifischen Gene. In der Schilddrise (berwacht TTF-1 die
Expression von Thyreoglobulin-, Thyreoperoxidase-, Thyreotroponinrezeptor- und den
Natrium-lod-Symporter- Genen, wéhrend in der Lunge TTF-1 essentiell fur die Expression von
SP (surfactant-protein) -A, -B, -C, CCSP (Clara cell secretory protein) und ABCA3 (ATP-
binding-cassette transporter A3) -Genen ist. (Civitareale et al. 1989; Mizuno et al. 1991;
Civitareale et al. 1993; Endo et al. 1997; Bruno et al. 1995; Bohinski et al. 1994; Liu et al. 2002;
Toonen et al. 1996; Besnard et al. 2007) In Pneumozyten Typ 2 wird TTF-1 bendtigt um Gene
wie LAMP3 (lysosomal-associated membrane protein 3) und CEACAMG6 (Carcinoembryonic

antigenrelated cell adhesion molecule 6) zu bilden. (Kolla et al. 2007)
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2.2.2 TTF-1 Protein- und Genstruktur

Das TTF-1 Gen ist auf dem Chromosom 14g13.3 lokalisiert und besteht aus 3 Exons und 2
Introns. (Lonigro et al. 1996; Hamdan et al. 1998) Die im Menschen am weitesten verbreitete
TTF-1 Proteinisoform besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette aus 371-378 Aminoséuren
mit einem Molekilgewicht zwischen 38 und 42 kDa. (Guazzi et al. 1990; Mizuno et al. 1991,
Oguchi et al. 1995; lkeda et al. 1995) Bei Sdugetieren gibt es eine zweite, weniger h&ufigere
Variante des TTF-1 Transkripts, das an der N-Endstelle fur eine Verlangerung um 30
Aminosduren kodiert. (Hamdan et al. 1998) Dadurch wird das in-vitro translatierte Protein 44
kDa schwer und besitzt 401 Aminoséuren. In M&dusen werden die beiden Transkripte, wahrend
der fetalen Lungenentwicklung, unterschiedlich stark expressioniert. Das langere TTF-1
Transkript erscheint deutlich spéater in der Entwicklung, wéhrend die kiirzere Version zu Beginn
eine groBe Rolle spielt. Allerdings zeigen beide TTF-1 Transkripte in Co-Transfektions-
Experimenten unterschiedliche F&higkeiten den SP-C Promoter zu aktivieren, was darauf
hinweist das funktionelle Unterschiede zu bestehen scheinen. (C Li et al. 2000) Die 42-kDa
Proteinisoform wird durch mRNAs kodiert, die ihre Informationen von Exon 2 und 3 ablesen,
wahrend die 44-kDa Isoform durch alle 3 Exons kodiert wird. (Yamaguchi et al. 2013)
Menschliche Lungenclara-H441-Zellen und Typ Il Pneumozyten bilden nur die 42 kDa TTF-1
Form, wahrend die langere Version bisher noch nicht in der menschlichen Lunge detektiert
worden ist. (Kolla et al. 2007)

2.2.3. TTF-1 Promoter- und Gen-Regulation

Die Existenz von multiplen TTF-1 Transkripten deutet auf das Vorhandensein von mehreren
Promotoren und das Auftreten von alternativem Splicen hin. Das TTF-1 Gen des Menschen
besitzt zwei Promoterregionen. (Hamdan et al. 1998; Oguchi et al. 1995; Lonigro et al. 1996)
Der proximale Promoter liegt im ersten Intron, wahrend der distale Promoter oberhalb des
ersten Exons liegt. Der proximale Promoter besitzt zwei DNA-Elemente in unmittelbarer Néhe,
die FOXAL und FOXAZ2 binden und so den Promoter aktivieren. (Ikeda et al. 1995) Der distale
Promotor enthélt eine GC-reiche Sequenz, die die Transkriptionsfaktoren SP1 und SP3 bindet

und auf diese Weise die TTF-1 Promoteraktivitét reguliert. (Changgong Li et al. 2000)

Das Regulationskonstrukt um TTF-1 l&sst sich wie folgt zusammenfassen: TTF-1 wird durch
zwei  verschiedene  Promotoren transkribiert, die  wiederum durch  zahlreiche
Transkriptionsfaktoren aktiviert werden und damit abhangig von diesen sind. Durch den

Nachweis mehrerer Startpunkte existieren auch multiple TTF-1 mRNA's, die wiederum die
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zwei bekannten TTF-1 Proteinisoformen bilden. (Lonigro et al. 1996; Hamdan et al. 1998;
Oguchi et al. 1995) Nachdem eine der beiden TTF-1 Isoformen gebildet ist, wird das TTF-1
Protein biologisch aktiv. Dabei werden dessen Fahigkeiten als Transkriptionsregulator an die
jeweiligen Anforderung angepasst, indem mit anderen Transkriptionsfaktoren kooperiert wird
oder Proteine posttranslational durch u.a. Acetylierung und Phosphorylierung modifiziert
werden. Proteinmodifizierung und der Einfluss der Transkriptionsfaktoren kdnnen das TTF-1
Protein entweder positiv oder negativ regulieren, wodurch es kontextabhéngig zu einer

Repression oder Aktivierung des Zielgens kommt. (Yamaguchi et al. 2013)

ATG ATG TAG
A 4
5! | | | -— 3'

Distaler Proximaler
Promoter ~ Exon1 Promoter EXON2 Exond

S mmem
S = emem

42 kDa Major

=> @ Proteinisoform
@

mRNA Isoform 1:

mMRNA Isoform 2:
44 kDa Minor
Proteinisoform

Abbildung 4: Regulationskonstrukt zur Bildung von TTF-1.

Im oberen Bereich stellt sich eine schematische Darstellung der Struktur des menschlichen TTF-1 Gens dar. Exons
werden durch Rechtecke und Introns sowie 5'- und 3'-Endregionen durch Linien reprdsentiert. Die gefiillten
Rechtecke reprasentieren untranslatierte Regionen wahrend ungefiillte Rechtecke translatierte Regionen der Exons
darstellen. Die Dreiecke zeigen die Lokalisation der Transkriptionsstartpunkte. AuBerdem werden die Codons der
Translationsstartpunkte (ATG) und des Translationsendpunkt (TAG) sowie wichtige Punkte zur Bindung anderer
Transkriptionsfaktoren abgebildet. Es werden 2 verschiedene mRNA Isoformen unter dem Einfluss 2
unterschiedlicher Promotoren und verschiedener Transkriptionsfaktoren transkribiert. Es entstehen eine Major-
und Minor Proteinisoform. (Hamdan et al. 1998; Boggaram 2009)

2.2.4. Klinische Anwendung von TTF-1

Studien an Sdugetieren zeigen, dass die TTF-1 Expression bereits in den friihesten

Entwicklungsstufen von Schilddriise, Lunge und Gehirn und noch weit vor der Expression von
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dessen Zielgenen beginnt. Daher spielt TTF-1 eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und

Differenzierung dieser Organe. (Boggaram 2009)

In der Schilddruse spielt TTF-1 eine entscheidende Rolle in der Expression von Thyreoglobulin
und TPO. TTF-1 kann bereits am 10.5 Tag p.c. in der Schilddrusenanlage nachgewiesen werden
und stellt daher einen der frithsten Marker fir die Erkennung von Schilddrisenzellen dar. Die
Expression von TTF-1 im Gehirn, ist im Bereich des Diencephalons und spezifischen Teilen des
Telenzephalons nachweisbar. Im sich entwickelnden Diencephalon sind TTF-1 Transkripte auf
den Bereich des Hypothalamus und des Infundibulums limitiert. (Lazzaro et al. 1991; Trueba et
al. 2005)

Wéhrend der ersten Entwicklungsstufen wird die TTF-1 Expression als erstes im ventralen
embryonalen Kopfdarm detektiert. Nachdem sich die Vorlaufertrachea aus der Lungenanlage
gebildet hat, ist TTF-1 dort in nahezu allen Zellen reichlich nachweisbar. In der weiteren
Lungenentwicklung verlagert sich die TTF-1 Expression auf die Zellen der distalen Luftwege
bis sie schlieBlich auf die Epithelzellen der TRU (terminal respiratory unit) begrenzt ist.
(YYamaguchi et al. 2013) Nach der Geburt wird TTF-1 in Pneumozyten Typ 2, den Clara-Zellen
und Bronchialbasalzellen gebildet. In normal entwickelten Lungenepithelzellen wird TTF-1 im
Zytoplasma synthetisiert und anschlieBend in den Zellkern transportiert. (Yang et al. 2012)

2.2.5. TTF-1 Defizienz

Zum Nachweis der TTF-1 Expression auf die Organentwicklung von Lunge, Schilddriise und
Teilen des Gehirns, hat man , TTF-1 null mutierte” Mause untersucht. TTF-1 homozygote
Mause sind direkt nach der Geburt an respiratorischer Insuffizienz gestorben. Der postnatale
Tod ist durch Fehlbildungen der Lunge, Trachea und des Osophagus eingetreten. (Minoo et al.
1999) Alle homozygoten Mause hatten kein normales Lungenparenchym mit Bronchiolen und
Alveolen. Die Resultate legen dar, dass eine Verzweigung des tiefen Bronchialbaums nicht ohne
TTF-1 Expression stattfindet. Die Lungenentwicklung scheint daher in einem bestimmten
Stadium gestoppt zu haben. Die homozygoten Maé&use hatten bei der histologischen
Untersuchung normale Nebenschilddriisen, allerdings kein Schilddriisenepithel. Auflerdem
haben sich ausgedehnte Defekte im Bereich des ventralen Prosencephalon vom Septum vorne
bis zum Corpus mamillare vom Hypothalamus hinten gezeigt. Hypophysenvorderlappen,
Hypophysenzwischenlappen und Neurohypophyse haben komplett in TTF-1 homozygoten
Mausen gefehlt. Heterozygote Mduse sind problemlos geboren worden und haben sich normal
entwickelt. (Kimura et al. 1996)
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Das klinische Interesse am TTF-1 Gen des Menschen wéchst, seitdem es als mdgliche Ursache
fur die kongenitale Hypothyreose und die benigne hereditdre Chorea erkannt worden ist. Die
Patienten présentieren sich hauptséchlich mit den Symptomen von Choreoathetose,
Hypothyreose und respiratorischen Problemen. Genetische Untersuchungen zeigen eine
Verénderungen auf dem 14q Chromosom, eine heterozygote TTF-1 Mutation. Dieser
Symptomkomplex wird unter dem Namen BTL-Syndrom (brain-thyroid-lung-syndrom)
zusammengefasst. (Krude et al. 2002; Breedveld et al. 2002)

Die Fehlentwicklung im Gehirn betreffen u.a. das Pallidum und erkldren die neurologischen
Symptome der Choreoathethose. Patienten weisen im MRT keine Verénderungen auf. Wenn
diese Patienten das Erwachsenenalter erreichen, schwéchen sich neurologische Symptome ab
oder verschwinden komplett. TTF-1 scheint wichtig fur die Regulierung der Entwicklung, aber
nicht dessen Funktion zu sein. (Breedveld et al. 2002; Krude et al. 2002)

Das Spektrum der Schilddrisenveranderungen in TTF-1 mutierten Patienten reicht von
funktionellen bis strukturellen Defekten. Eine TSH-Erhéhung mit normaler Produktion der
Ts/T,-Hormone zeigt funktionelle Veranderungen auf, wahrend die Fehlentwicklung der
Schilddriise strukturelle Probleme reflektiert. Die funktionellen Verénderungen in der
Schilddriise lassen sich durch die reduzierte Aktivierung von TTF-1 Zielgenen, wie TSH-
Rezeptoren, TPO und Thyreoglobulin, in den Schilddriisenfollikelzellen erklaren. (Breedveld et
al. 2002)

In allen Patienten sind zahlreiche Lungenprobleme gefunden worden, darunter
Entwicklungsdefekte in Form von Lungensequestern, die in den ersten Lebensjahren reseziert
worden sind. Aullerdem wurde das neonatale ARDS und verschiedenste pulmonale Infektionen
geh&uft in den ersten Lebensjahren nachgewiesen. In Zusammenschau mit den Studien zu
Madusen scheint das keinerlei (berraschend, denn wahrend unzureichendes SP-B den
Alveolarwiderstand reduzieren kann und so ein ARDS induziert, spielen SP-A/D eine wichtige

Rolle in der Immunabwehr. (Krude et al. 2002)

2.2.6. TTF-1 in Lungenkrebs

Aufgrund der gewebelimitierten Expression von TTF-1, wird er weitestgehend als Marker zur
Diagnose von priméren und metastasierenden Lungenkrebs und malignen Neoplasien der
Schilddrise genutzt. Dabei steht vor allem die Differenzierung zwischen pulmonalem

Priméarlocus und metastasiertem Adenokarzinom im Mittelpunkt. (Ord6fiez 2000)
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TTF-1 ist das haufigste amplifizierte Gen in Lungenadenokarzinomen, spielt aber auch eine
komplexe Rolle in der Regulation der Tumorgenese. (Watanabe et al. 2013) Weitere
Untersuchungen haben gezeigt, dass TTF-1 zu einer Gruppe von Tumorgenen gehort, die
sowohl pro- als auch anti-onkogene Fahigkeiten besitzt.

Die onkogenen Féhigkeiten von TTF-1 werden durch ein Netzwerk an Transkriptionsfaktoren
und Kofaktoren aktiviert. Darunter gehdren ROR1 (receptor tyrosine kinase-like orphan
receptor 1), das in die TTF-1 abh&ngige Proliferation in Lungenadenokarzinomen involviert ist
und LMO3, das zur Familie der LMO Onkogenen gehort und in T-ALL transloziert sein kann.
(YYamaguchi et al. 2012; Watanabe et al. 2013) Das onkogene Potential von TTF-1 zeigt sich in
der Schilddrise als eine Missense-Mutation von TTF-1 in der Keimbahn, bei der im Codon 339
Alanin durch Valin ersetzt ist und zu einem erhohten Risiko fiir multinodales Struma und
papillares Schilddriisenkarzinom fiihrt. (Ngan et al. 2009) In T-ALL Patienten fihren
nachgewiesene TTF-1 Rearrangements von T-Zell-Rezeptorgenen zur ektopischen TTF-1

Genliberexpression und unterstreichen dessen onkogenen Charakter. (Homminga et al. 2011)

In amplifizierten Lungenadenokarzinomen fuhrt eine Abnahme der TTF-1 Konzentration zu
einer niedrigeren Zellproliferationsaktivitat und Zellzyklusprogression, sowie zu einer erhghten
Apoptoserate. Hohe TTF-1 Level sind Voraussetzung fir das Wachstum der Tumorzellen und
deren Uberleben. Eine Amplifikation des TTF-1 Gens liegt in 2-12% der analysierten
Lungentumore und Lungenkrebszelllinien vor. TTF-1 Genamplifikationen sind im
metastasierten Gewebe starker als im primaren Lokus ausgepragt. (Tanaka et al. 2007; Kwei et
al. 2008; Weir et al. 2007)

Im Gegensatz dazu besitzt TTF-1 auch zahlreiche anti-onkogene Eigenschaften. So zeigt die
durch Kras-Mutation und p53 Deletion initiierte Lungenadenokarzinombildung, dass die TTF-1
Expression in metastasierten Lungenkarzinomen niedriger ist als in  priméren
Lungenkarzinomen. Durch die Supression von Hmga2 héalt TTF-1 Tumore vom metastasieren
ab. (Winslow et al. 2011)

In untersuchten transgenen Mausen fiihrt eine TTF-1 Haploinsuffizienz und Kras®'?® -Mutation
zu erhohter Lungentumorzahl und Lungentumorvolumen, wahrend die Kombination aus TTF-1
Haploinsuffizienz und EGFR"**®-Mutation Tumorzahl und Lungentumorvolumen reduziert.
TTF-1 Haploinsuffizienz verstarkt die Kras®'?

die EGFR"****_vermittelte Progression. (Maeda et al. 2012) Dass die Inaktivierung von TTF-1

-vermittelte Tumorprogression, aber reduziert

zu einer KRAS-induzierten Tumoregenese und -progression fihrt, wurde ebenfalls durch
KRAS-mutierte- und TTF-1 Deletion-induzierte Lungentumorentwicklung bestétigt. Die
Zellprolifertion zeigt ein signifikantes Wachstum und erhéht die Tumorlast auf das Vierfache.
(Snyder et al. 2013)
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Auch in Verbindung mit anderen Molekilen sind anti-onkogene Aktivititen von TTF-1
nachgewiesen worden. MYBPH (myosin-binding protein H), ein direktes Transkriptionsziel von
TTF-1, wverringert (ber die verédnderte Regulierung der Actomyosinanordnung die
Zellbeweglichkeit, erhoht die Zellmigration und resultiert damit in einer geringeren
Tumorinvasion und Metastasenbildung. (Hosono et al. 2012) Die epithelialen Tight Junction-
Proteine OCLN, CLDN1 und CLDN18 werden ebenfalls durch TTF-1 aktiviert. (Niimi et al.
2001; Runkle et al. 2012) AuRRerdem hemmt TTF-1 die TGF-B vermittelte EMT (epithelial-to-
mesenchymal transition), ein Prozess in dem Tumorzellen ihre invasiven und metastastierenden
Eigenschaften erlangen, und stellt so den epithelialen Phénotyp in Lungenadenokarzinomzellen
wieder her. (Saito et al. 2009)

Onkogene Charakter Supressive Charakter

-TTF-1 Amplifikation mit erh6htem Risiko zur
Metastasierung assoziiert

-Reduktion von Invasion und
Metastasierung iber Hmga2 und MYBPH

- Proliferation von

Lungenadenokarzinomzelllinien durch ROR1 und
LMO3

- Missense-Mutation in der Schilddriise mit
Schilddrisenkarzinom assoziiert

-TTF-1 Rearrangements von T-Zell-
Rezeptorgenen bei T-ALL

-verstarkte EGFR-gesteuerte Tumorgenese

-reduzierte Kras-gesteuerte Tumorgenese

-Tightjunction-Proteine OCLN, CLDN1/18
verhindern Tumorinvasion
TGF-B vermittelte EMT fuhrt zum Verlust

von metastasierenden und invasiven
Eigenschaften

Abbildung 5: Zusammenfassung der onkogenen und nicht-onkogenen Eigenschaften von TTF-1.
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2.3. Ziel dieser Arbeit

Als bedeutendster Faktor fur die Patientenprognose im Lungenkarzinom gilt das Tumorstadium.
Dass Tumorarchitektur pulmonaler Adenokarzinome das biologische Verhalten dieser Tumore
vorhersagen kann und auch mit dem Auftreten géngiger molekularer Alterationen Kkorreliert,
wird seit einigen Jahren zur Gewissheit. Die WHO-KIassifikation von 2015 tragt diesem Fakt
Rechnung. (Warth et al. 2013) Sterlacci et al hat eine Korrelation zwischen schlechter
werdender  Differenzierung  der  Tumorarchitektur ~ pulmonaler ~ Adenokarzinome
(lepidisch>azinar>papillar>mikropapillar>solide) und einem Absinken der TTF-1 Expression
hergestellt. In selbiger Studie ist nachgewiesen worden, dass sich mit schlechter werdender
Differenzierung auch das mediane Uberleben reduziert. Ein Zusammenhang zwischen TTF-1
und medianem Uberleben ist nicht Gberprift worden. (Sterlacci et al. 2012)

Die folgende Arbeit beschaftigt sich mit der Expressionsanalyse von TTF-1 bei Nicht-

kleinzelligen Bronchialkarzinomen und pulmonalen Metastasen.

1. Mittels gRT-PCR und Immunhistochemie sollen mdgliche Zusammenhénge zwischen
TTF-1 Protein und TTF-1 mRNA untersucht werden, insbesondere am Beispiel der
Adenokarzinome.

2. Es soll geklart werden, ob TTF-1 mRNA bzw. Protein ein geeigneter Prognosemarker
bzw. ein stadienabhéngiger Marker ist.

3. Das Vorkommen von TTF-1 mRNA in anderen NSCLC und pulmonalen Metastasen
soll eruiert werden und gekl&rt werden, ob sich diese anhand der genutzten Techniken
sicher von Adenokarzinomen unterscheiden lassen.

4. Azindre pulmonale Adenokarzinome und pulmonale Metastasen colorektaler
Adenokarzinome sowie solide pulmonale Adenokarzinome und pulmonale
Plattenepithelkarzinome sollen bezlglich der Resultate von TTF-1 mRNA und
Proteinen verglichen werden, um Aussagen zur diagnostischen Sensitivitat und

Spezifitat der verwendeten Techniken treffen zu kénnen.
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3. Material und Methoden

3.1. Untersuchungsmaterial

Untersucht wurden Gewebeproben von 199 Patienten, bei denen in den Jahren 2000-2014 die
histopathalogische Diagnose eines Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms oder einer pulmonalen
Metastase durch das Pathologische Institut der Universitatsklinik Homburg gestellt wurde.
Gegenstand der Untersuchung war Formalin-fixiertes, Paraffin-eingebettetes (FFPE)
Resektatmaterial aus 51 azindren und 50 soliden pulmonalen Adenokarzinomen, die mit 49
pulmonalen Plattenepithelkarzinomen und 49 pulmonalen Metastasen colorektaler

Adenokarzinome verglichen wurden.

Die Unterteilung der Primdrkarzinome der Lunge erfolgte anhand der histologischen
Klassifikation nach WHO/IARC 2015.

Die verwendeten Materialien und Gerate zur Untersuchung des Gewebes sind dargestellt (siehe
Anhang Tab.9).
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3.2. Auswahl Tumorgewebe

Von den formalinfixierten und paraffineingebetteten Gewebeblécken wurden am
Rotationsmikrotom mit der Einstellung "2um" Schnitte angefertigt und anschlieBend mit
Hématoxylin-Eosin gefarbt. Da ein Grof3teil der Adenokarzinome keine homogenen azinéren
oder soliden Tumoranteile hatten, entschieden wir uns fir die Anteile in denen keine
Mischformen vorlagen. Bei den Plattenepithelkarzinomen wurden ebenfalls keine Mischtypen
verwandt. Die zur RNA-Extraktion nutzbaren Tumoranteile, wurden von einem qualifizierten

Pathologen ausgewahlt und auf dem Objekttrager markiert.
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3.3. RNA-Isolierung

3.3.1. Hintergrund

Bei der Isolierung von RNA ist es wichtig darauf zu achten, dass die einzelstrangige RNA nicht
durch RNasen abgebaut oder degradiert wird. RNasen sind sehr stabil, auf nahezu allen
Oberflachen nachweisbar und bendtigen keine Kofaktoren fiir den enzymatischen Abbau von
Ribonukleinsauren. (Sela et al. 1957) Daher soll man bei der Isolation zugig arbeiten und
Kontamination vermeiden, um die RNA vor Abbau zu schitzen. (Green and Sambrook 2012)

Um die Arbeit mit RNA zu ermdglichen und die RNA vor RNAsen zu schiitzen, wurden fur die
RNA-Isolierung gesonderte, RNase-freie Losungen, ReaktionsgefaRe und Pipetten verwendet.
Samtliche Objekttrédger wurden mit 3% Wasserstoffperoxid fur 10min vorbehandelt, danach fur
2 Stunden in DEPC-Wasser bei 37°C inkubiert und als letztes im Wérmeschrank bei 100°C fiir
15min erhitzt. (Leica Microsystems 2011)

Aufgrund des Fixierens und Einbettens von Gewebe, werden Nukleinsauren in FFPE Proben
héufig stark fragmentiert und chemisch durch Formaldehyd modifiziert. (Werner et al. 2000)
Um die Modifikationen durch Formaldehyd riickgdngig zu machen, ohne die RNA-Qualitat
weiter zu verschlechtern, wurde der "RNeasy FFPE Kit" der Firma Qiagen benutzt. Als erstes
wurde das Paraffin aus der frisch geschnittenen FFPE Probe entfernt, indem wir es mit Xylol-
Losung behandelten. Danach erfolgte die Inkubation in dem optimierten Lyse-Puffer, der
Proteinase K zum Herauslésen der RNA enthalt. Eine kurze Inkubation bei htherer Temperatur
kehrt teilweise das Formalin-Crosslinking der geldsten Nukleinsduren um und verbessert damit
die RNA Ausbeute und Qualitat, als auch die RNA Performance in den folgenden
Expressionsanalysen. Die sich anschlieRende DNAse-Behandlung hat die Aufgabe sédmtliche
genomische DNA zu eliminieren. Danach wurde zum Lysat mit RBC Puffer Ethanol
hinzugefugt. Das Ethanol soll passende Bindungsbedingungen fiir die RNA schaffen. Nun
bindet die gesamte RNA an die Membran der "RNeasy MinElute Spin"-Saule und samtliche
Kontamination wird effizient weggewaschen. Im letzten Schritt wurde die erhaltene RNA durch

RNase-freies Wasser ausgewaschen. (Qiagen 2014)

3.3.2. Durchfihrung

Fur die Extraktion der RNA wurden zundchst 2-3 jeweils 10pm dicke Leerschnitte der
Paraffinblocke angefertigt. Anhand des markierten H.E.-Schnittes wurde dann das
Tumorgewebe makrodisseziert und in ein 1,5ml Reaktionsgefal3 Uberfihrt. Es wurden 1ml

Xylol hinzugefugt und fir 10s gevortext. Anschlielend wurde der Mix fur 2min bei 14.000rpm
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zentrifugiert, der Uberstand verworfen, 1ml absoluter Ethanol hinzugefiigt und im Vortex
vermischt. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt. Das verbliebene Ethanol wurde vorsichtig
abpipettiert und das Gewebepellet 15min bei 37°C auf dem Heizblock getrocknet. Wahrend der
Extraktion von Nukleinsduren sind zahlreiche kontaminierende Proteine und Nukleasen
anwesend, welche beseitigt werden miissen. Die Proteinase K lysiert Kontamination bzw. macht
Nukleasen unschédlich und schiitzt so die Nukleinsduren vor weiterem Schaden. Fir die Lyse
wurden 240ul PKD-Puffer und 10uL Proteinase K mit dem Gewebepellet vermischt und bei
56°C und 80°C fiir jeweils 15min inkubiert. Die Temperatur von 56°C fiihrt zur Entfaltung der
kontaminierenden Proteine und hilft der Proteinase K diese zu abzubauen. Bei 80°C wird die
Proteinase K inaktiviert und kehrt die Formalin-induzierten "Crosslinks" teilweise um. Danach
kam das Gemisch fir 3min in einen Kduhlblock und wurde anschliefend fur 15min bei
13.500rpm zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tbertragen,
25uL DNAse Booster Puffer und 10uL DNAse | hinzugeflgt, um alle genomische DNA zu
eleminieren. Es folgte eine Inkubation von 15min bei Raumtemperatur. Schlielich wurden
500uL RBC-Puffer und 1200uL Ethanol dazu pipettiert und vermischt. Von diesem Gemisch
wurden 700uL auf eine "RNeasy MinElute Spin"-Sdule gegeben. Nach der ersten
Zentrifugation von 15s bei mindestens 10.000rpm, wurde der Durchflu verworfen. Diese
Schritte wurden solange wiederholt bis das gesamte Gemisch durch die Saulen gespult war.
AnschlieBend wurde die Probe mit 500uL RPE-Puffer (alkoholischer Waschpuffer) gewaschen
und 15s bei mindestens 10.000rpm zentrifugiert. Abermals wurden 500uL des RPE Puffer
hinzugefugt, zentrifugiert und verworfen. AnschlieBend wurde die "RNeasy"-Saule auf ein
neues 2ml Reaktionsgefal gesetzt und fur 5min bei 13000 rpm zentrifugiert bis die Membran
der Sdule getrocknet war. Als letztes folgte die Elution. Zum Erhhalt der finalen RNA wurde die
Séule in ein sauberes 1,5ml Eppi platziert, 30puL RNAse-freies Wasser in das Zentrum der
Membran pipettiert und anschlieBend fur 1min zentrifugiert. (Qiagen 2014)
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3.4. Photometrische Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration
Die Konzentration und die Reinheit der isolierten Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des
Spektralphotometer "Thermoscientific Nanodrop 1000™ gemessen.

Die RNA Proben wurden gegen einen Leerwert (RNAse freies Wasser) gemessen und deren
Konzentration sowie A260/A280-Quotient dokumentiert. Die gewonnenen RNA-Mengen lagen

dabei in einem Bereich zwischen 1,57 und 2,09 ng/pl.
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3.5. Reverse Transkription

Der spezifische Primer (Hs00968940 ml, ThermoFisher Scientific) wurde zur Reversen
Transkription der TTF-1 RNA in cDNA genutzt. Zur cDNA-Synthese wurde das "High
Capacity RNA-to-cDNA Kit" der Firma Applied Biosystems verwendet. 1ug RNA wurde mit
10uL 2X RT-Puffer und 1uL 20X Enzyme Mix versetzt und mit RNase-freiem Wasser zu
einem Gesamtvolumen von 20uL aufgefullt. Der Reverse-Transkriptase-Mix wurde gut
vermischt und die Reaktion bei 37°C fur 60min im Wasserbad inkubiert. Danach wurde die
Probe auf einen 95°C heilen Heizblock (berflihrt, um die Reaktion zu stoppen. Die so
hergestellte cDNA konnte nun in den folgenden PCR-Ansatzen verwendet werden. (Applied
Biosystems 2007)
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3.6. Auswabhl interne Kontrolle

Mit Hilfe der "TagMaN ® Array Plates 96-Well Plates" wurde Uber ein Versuchsexperiment die
passende interne Kontrolle ausgesucht. In diesen 96 "Wells" bzw. Vertiefungen der Platte
befinden sich in 3 identischen Gruppen angeordnet, 32 interne Kontrollgene. Dadurch lieRen
sich pro Platte 3 verschiedene Proben analysieren. Auf Platte 1 wurde zu den 32 internen
Kontrollen, Templates von azindren und soliden pulmonalen Adenokarzinomen, als auch des
Calibrators (Kontroll-RNA) von Agilent hinzugegeben. Auf Platte 2 wurden die 3 Gruppen
durch die pulmonalen Metastasen eines colorektalen Adenokarzinoms, der pulmonalen
Plattenepithelkarzinome und wiederum des Calibrators gebildet. Zu 1uL cDNA wurde noch
9uL DEPC-Wasser und 10uL Mastermix hinzugegeben. Auf Grund der Ergebnisse und der
breiten Anwendung von R2M in der Wissenschaft, entschieden wir uns fur diese interne
Kontrolle (siehe Anhang Tab.10).

24



3.7. Auswahl Kalibrator

In dieser Arbeit wurde die "qPCR Human Reference Total RNA" von Agilent ausgewéhit.
Dieser RNA-Pool besteht aus 10 Menschenzelllinien, bei der die RNA-Konzentration
komprimierter als in den individuellen Zelllinien vorliegt, um Gentranskripte in
unterschiedlicher Menge noch besser reprasentieren zu konnen. Dieses Produkt als
Referenzkontrolle zu verwenden erlaubt es, Daten von multiplen Experimenten zwischen
verschiedenen Plattformen und Laboren zu vergleichen. (Livak and Schmittgen 2001; Agilent

Technologies 2015)
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3.8. Quantitative Real-time PCR

3.8.1. Hintergrund

Die quantitative Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion, kurz gRT-PCR, stellt eine
in vitro Methode zur enzymatischen Amplifikaton definierter RNA bzw. DNA-Sequenzen dar
und kann mehrere Proben gleichzeitig im selben Experiment analysieren. Man unterscheidet die
"One-Step Real-time RT-PCR", bei der Reverse Transkriptase und Polymerase-Kettenreaktion
nacheinander ohne Reaktionsunterbrechung im Thermocycler ablaufen, von der "Two Step
Real-time RT-PCR", bei der in einer separaten Reaktion cDNA gewonnen wird und erst dann
die PCR Reaktion gestartet werden kann. Prinzipiell existieren 4 verschiedene Methoden der
Real-time Reverse Transkriptase-PCR, die alle auf der Messung von Fluoreszenz basieren. Die
Menge an ausgesandten Farbstoff ist proportional zur Anzahl der PCR Produkte und macht es
daher mdglich die PCR-Reaktion zu Uberwachen. Aus der entstehenden PCR-Kurve kann die
exponentielle Phase abgelesen werden, um eine prazise Berechnung der DNA-Kopien am
Anfang der Reaktion zu gewahrleisten. Die einfachste und billigste Methode basiert auf dem
Nutzen von DNA-Farbstoffen, die sich an die DNA binden und dadurch vermehrt Fluoreszenz
emittieren. Nachteil ist, dass spezifische und unspezifische PCR-Produkte detektiert werden.
Die anderen 3 Methoden beruhen auf dem Einsatz eines zusatzlichen Fluoreszenz-markierten
Oligonukleotid und werden als FRET-Sonden bezeichnet. Man unterscheidet diese Sonden, je
nachdem ob sie Fluoreszenz durch Hydrolyse der Sonde (Tagman-Sonden) oder Hybridisierung
von einem (Molecular Beacons) oder zwei (Lightcycler-Sonden) Oligonukleotiden an das
Amplikon freisetzen. FRET-Sonden zeichnen sich vor allem durch eine bessere Spezifitét aus.
Neben diesen 4 Methoden werden heutzutage auch noch andere spezifische Techniken wie z.B.
Scorpion-Primer eingesetzt. (Klein 2002)

In der vorliegenden Arbeit wurde das Prinzip der FRET-Sonde angewendet, bei der Energie von
einem angeregten Farbstoff, dem Donor, auf einen zweiten Farbstoff, dem Akzeptor, Ubertragen
wird. Die hier verwendete TagMan-Sonde von lifetechnologies, platziert sich spezifisch zur
komplementéren Sequenz zwischen den entgegengesetzt arbeitenden Primern. Der "TagMan
Gene Expression Assay" enthielt neben dem genspezifischen Primern, auch die passenden Tag-
Sonden. Diese ist am 3'-Ende mit einem Quencher und am 5'-Ende mit einem Reporter
ausgestattet. Auf Grund der rdumlichen Nahe der beiden, wird der Reporter-Farbstoff nicht
aktiv. Neben der eigentlichen Polymeraseaktivitdt besitzt die Tag-Polymerase noch eine 5'-3'-
Exonukleaseaktivitét, der die Sonde am 5'-Ende und somit den Reporter abbaut. Quencher und
Reporter verlieren ihre Ndhe und der Farbstoff des Reporters wird aktiviert (Abb.6). Daher
nimmt der Fluoreszenzfarbstoff wahrend der PCR mit jedem Zyklus proportional zum PCR-

Produkt zu. Diese in der exponentiellen Phase emittierten Fluoreszenzsignale werden am Ende
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eines abgeschlossenen Zyklus registriert und zur Quantifizierung der PCR benutzt. (Applied
Biosystems 2008)

Polymerisation
(5) (2)

Vorwartsprimer TagMan-Sonde

=

Ruckwirtsprimer

Strangverlagerung

5 i TagMan-Sonde /
Vorwéartsprimer
=

Rickwartsprimer

Abspaltung des Reporter Q
7\ ;

Vorwartsprimer

Ruckwartsprimer

Abbildung 6: Der dargestellte Nuklease-Assay-Prozess findet wahrend PCR Amplifikation in jedem Zyklus statt
(R=Reporter, Q=Quencher).

3.8.2. Durchfiihrung

Fur die Durchfihrung der Real-time gRT-PCR wurde das "7900 HT Fast-Real-Time PCR-
System" von Applied Biosystems verwendet. Als ReaktionsgefaRe dienten 96-Well-Platten der
Firme Applied Biosystems. Die PCR Ansédtze erfolgten in Dreifachbestimmungen, um
Ungenauigkeiten durch Pipettierfehler zu minimieren.

Der 20uL Reaktionsansatz pro Well bestand aus 10pL "TagMan® Gene Expression Master
Mix", 6L destilliertem Wasser, 1uL TTF-1 oder f2M-Assay und 3uL (150ng) cDNA.

Die verschiedenen PCR Bedingungen der gRT-PCR werden in der Tabelle gezeigt:
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Tabelle 1: Ablauf des automatisierten 2-Schritt-RT-PCR zur Amplifikation der bereits erhaltenen cDNA. (Applied
Biosystems 2010)

Ablauf des automatisieren PCR-Prozesses

Ersten Schritte 40 Zyklen der Polymerase-Ketten-Reaktion
Verwendung der Beginn anféangliche Denaturierung Primerhybridisierung
AmpErase UNG zur  Erhitzungsphase zur und Elongation

Reinigung der PCR-  Aktivierung der Hot-

Produkte von dUTP Start-Polymerase

aus vorhergehenden (AmpliTag Gold®
PCR-Amplifikationen ~ DNA Polymerase)

Wartevorgang Wartevorgang Alternierender Zyklusablauf

2min bei 50°C 10min bei 95°C 15s bei 95°C 1min bei 60°C

Die Cy-Werte des Amplifikationsplots wurden mit der "SDS 2.0 Software" bestimmt.
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3.9. Methodik der Quantifizierung

Fur die Quantifizierung von DNA oder RNA, existieren generell zwei Mdoglichkeiten
Datenanalyse zu betreiben: die absolute und relative Quantifizierung. (Schmittgen 2001) In
dieser Studie wurde die relative Quantifizierung zur Analyse der Daten benutzt. Relative
Quantifizierung zeigt Expressionsdnderungen zu einer anderen Probe, wie z.B. einer
unbehandelten Kontrolle, relativ auf. Die gewonnen Daten présentieren sich als ein Vielfaches
des urspriinglichen Expressionslevels. Als Messwerte wéhrend der exponentiellen Phase gelten
die sog. Cr -Werte. Dieser ist ein einheitsloser Wert und beschreibt den Zyklus, an dem die
Fluoreszenz erstmals signifikant tGber den Threshold, ein normiertes Level an Reporter-
Fluoreszenz, ansteigt. Der C; -Wert der Zielsequenz ist direkt proportional zur absoluten
Konzentration, wenn man ihn mit dem C+ -Wert des Referenzgenes vergleicht. Der Faktor X ist
die Menge, um das sich das Gen verdndert hat und kann mit folgender Formel berechnet

werden:
—_ n-AAC
X=2 T

dabei iSt A ACTz (CT Ziel = CT, Refernz)sample - ( CT, Ziel ~ CT, Referenz )normal .

In dieser Arbeit stellte TTF-1 das Zielgen und f2m das Referenzgen dar. Die Effizienz der PCR
wird durch die TagMan Assays gewahrleistet. Die konstante Expression des Haushaltsgen in
Normalgewebe und Untersuchungsmaterial wurde in Vorversuchen ermittelt. Sobald diese
Bedingungen erfullt sind, stellt die relative Quantifizierung nicht nur eine einfachere, sondern
auch okonomischere Methode, als die absolute Quantifizierung dar und erlaubt eine deutlich
zuverlassigere und exaktere Analyse von Nukleinséduren aus extrahierten FFPE-Material.
(Lehmann and Kreipe 2001)
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3.10. Immunhistochemie

3.10.1. Hintergrund

In dieser Arbeit wurde eine immunhistochemische Farbung der Préparate durch den
monoklonalen TTF-1 Antikorper Clone 8G7G3/1 der Firma Dako vorgenommen. Grundsétzlich
werden bei der vorgenommenen Immunhistochemie Proteinstrukturen tber spezifische Epitope
visualisiert, indem ein priméarer Antikorper auf das Antigen aufgetragen und dieser sichtbar
gemacht wird.

Der vollautomatische "Ventana Benchmark Ultra" nutzt die indirekte Methode der
Immunhistochemie zum Nachweis der Bindung des Antikdrpers an das Antigen. Bei dieser am
héufigsten verwendeten Methode wird ein gegen die Spezies des Primérantikdrpers gerichteter
Sekundarantikorper sowie ein Enzym mit einem entsprechenden Substrat-Chromogen-System
verwendet. Durch diese Kombination entsteht ein farbiges Préazipitat an der Stelle der

spezifischen Antikdrperbindung.

3.10.2. Durchfuhrung

1um dicke Paraffinschnitte wurden auf Poly-L-Lysin beschichteten Objekttragern aufgezogen
und Uber Nacht im Warmeschrank bei 37°C getrocknet. Analog des manuellen Ablaufs arbeitet
der "Ventana Benchmark Ultra IHC/ISH Staining" die Schritte vollautomatisch ab. Dabei
wurden die Gewebeschnitte als erstes mit Hilfe von Hitze, einer milden Detergenzlésung (EZ
Prep) und eines Wirbelmixers entparaffiniert. Der Ultra CC1 ist ein Tris-basierter Puffer mit
einem leicht erhéhten pH-Wert, der bei hoheren Temperaturen die Formalin-induzierten
kovalenten Bindungen im Gewebe hydrolysiert. Das Entfernen erhoht die Aufnahmeféhigkeit
fur Antikorper. Dieses Prozedere nennt man "heat-induced epitope retrieval” (HIER) und ist
notwendig, da die Formalinfixierung zu Proteincrosslinking gefiihrt hat und daher manche
Proteinepitope unmdglich die komplementéren Antikdrper binden. Durch das Entfernen erhéht
HIER die Aufnahmefahigkeit der Epitope fir Antikorper und verbessert damit die
Immunreaktivitidt. Nach Inkubation des TTF-1-Antikorpers fur 1 Stunde bei 36°C wurde das
Ultra LCS (Predilute), eine Eindeckldsung, dazugegeben, die als Barriere zwischen den
wassrigen Reagenzien und der Luft verwendet wird und so Evaporation verhindert. Zwischen
den Farbevorgdngen wurde immer wieder eine Tris-basierte Pufferldsung (Reaction Buffer
Concentrate) zum Reinigen der Objekttrager, eingesetzt. Zur Detektion des TTF-1
Primarantikorpers wurde der “ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection"-Kit fiir
12min inkubiert, ein indirektes biotin-freies Detektionssystem zum Nachweis von Antikorpern.

Das Kit verwendet einen Cocktail aus enzymmarkierten Sekundérantikdrpern zum Nachweis
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von TTF-1 am Antigen. Der gebildete Komplex wurde durch 8-minitige Inkubation mit
Naphtol und Fast Red Chromogen dargestellt, wodurch die positiven Zellkerne unter
Lichtmikroskopie rotlich erscheinen. Die Gegenfarbung erfolgte mit Hamatoxylin Il fir 12min
und Bluing Reagent fur 4min. (Ventana Medical Systems 2011)

3.10.3. Beurteilung Reaktionsmuster

Der von Remmele und Stegner 1987 verdffentlichte "Vorschlag zur einheitlichen Definition
eines immunreaktiven Score (IRS) fir den immunhistochemischen Ostrogenrezeptor-Nachweis
(ER-ICA) im Mammakarzinomgewebe" hatte den Ansatz immunhistochemische Resultate zu
objektivieren und vergleichbar zu machen. Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten
Préparate in unserer Studie erfolgte mit Hilfe des Immunreaktiven Scores nach den Richtlinien
von Remmele und Stegner und der IASLC/ATS/ERS (Tab. 2). Die reprasentativen Bilder
wurden durch eine dem Mikroskop aufsetzende Kamera aufgenommen und zeigen exemplarisch

die Intensitdten der untersuchten Schnittpraparate.

In der mikroskopischen Untersuchung wurden hierbei zuerst die Farbintensitat und der
Prozentsatz der geféarbten Zellen bestimmt. Farbintensitat bzw. Anzahl gefarbter Zellen wurden
dabei in 4 bzw. 5 Gruppen eingeteilt und jeweils ganze Zahlen zugeordnet. Um pro
immunhistochemisch gefarbten Schnittpraparat letztlich einen Score zu erhalten, wurden die
ganzen Zahlen aus Intensitét und gefarbten Zellen miteinander multipliziert. Ein IRS-Score > 2
gilt als positiv, eine Score groRer als 4 zeigt eine stark positive TTF-1 Immunreaktion. Bei
Anfarbbarkeit von <10% der Tumorzellen bzw. einer nicht nachweisbaren Farbintensitat wurde
die Probe als TTF-1 negativ gewertet (Tab. 3).
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Tabelle 2: Immunreaktive Scores zur Quantifizierung der immunhistochemischen Resultate.

Farbintensitat/ Keine TTF-1 Schwache TTF-  MaRige TTF-1 Starke TTF-1

Prozentsatz TTF-1  positive 1 positive positive positive

positiver Zellen Farbreaktion Farbreaktion Farbreaktion Farbreaktion
= 0 Punkte = 1 Punkt = 2 Punkte = 3 Punkte

Keine TTF-1 IRS=0 IRS=0 IRS=0 IRS=0

positiven Zellkerne

=0 Punkte

<10% TTF-1 IRS=0 IRS=1 IRS=2 IRS=3

positive Zellkerne

=1 Punkt

10-50% TTF-1 IRS=0 IRS =2 IRS=4 IRS=6

positive Zellkerne

=2 Punkte

50-80% TTF-1 IRS=0 IRS=3 IRS=6 IRS=9

positive Zellkerne

=3 Punkte

>80% TTF-1 IRS=0 IRS=4 IRS=8 IRS=12

positive Zellkerne

=4 Punkte

Tabelle 3: Vereinfachte Zusammenfassung des Scoring-Systems in TTF-1 negativ, schwach positiv und stark

positiv.
IRS <2 Keine TTF-1 positive Immunreaktion
IRS 2-4 Schwach TTF-1 positive Immunreaktion
IRS>4 Stark TTF-1 positive Immunreaktion

Fur die Analyse der Immunhistologie wurden lediglich gut erhaltene Zellen der Schnittpréparate
beriicksichtigt. Anfarbungen von nekrotischen oder extrazelluléren Bereiche sind unspezifisch
und flossen nicht in die Bewertung ein. Um Intensitat und Anzahl der angefarbten Zellen
vergleichbar zu machen, wurde der IRS-Score in modifizierter Art von Remmele und Stegner
angewandt. Da bei der Bewertung der Anféarbbarkeit der Tumorzellen nicht alle Zellen eindeutig

positiv reagierten und somit eine VVerwechslung zwischen Tumorzelle und falsch positiv
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erkannter Zelle mdéglich ist, wurde durch einen zweiten erfahrenen Pathologen die
Quantifizierung versucht zu objektivieren.

Um eine einheitliche Qualitat zu gewéhrleisten und Unterschiede beziglich der verwendeten

Materialien zu vermeiden, wurden alle immunhistologischen Schnitte neu angefertigt.
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3.11. Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse wurde die Software SPSS (Version 22, IBM, Corp., Armonk, NY,
USA) benutzt. Zur Veranschaulichung der gewonnenen klinischen Parametern wurde der
Median ermittelt. Ordinal- bzw. Nominaldaten zweier Gruppen wurden mittels Chi-Quadrat-
Test bzw. Fischer-Test (2x2 Tabelle) verglichen. Der exakte Test nach Fischer wurde dem Chi-
Quadrat-Test vorgezogen, falls die erwartete Haufigkeit in einer oder mehrerer Zelle(n) kleiner
5 betrug. Bestand eine Tabelle aus mehr als vier Feldern, wurde die Modifikation des exakten
Test nach Fisher, der sog. exakte Test nach Fisher-Freeman-Halton angewandt. In der
vorliegenden Arbeit wurde die 2-seitige Signifikanz verwendet, wobei die exakte Signifikanz
der Asymptomatischen bevorzugt wurde. Um Verbindungen zwischen Uberleben und
klinischen Parametern herzustellen, wurden die Kaplan-Meier-Kurve oder Cox-Regression
verwendet. Unverbundene, nicht normalverteilte Gruppen wurden mittels Mann-Whitney-U-
Test auf Signifikanz untersucht. Da es sich gezeigt hat, dass Protein- und mRNA-Level nicht
normalverteilt sind, nutzten wir den Spearman-Rank-Test zur Korrelationsanalyse. (Maier et al.
2009) Die Interpretation der Effektstarke des Spearman-Rank-Korrelationskoeffizienten wurde

entsprechend Cohen vorgenommen (Cohen 1992)

Zur Veranschaulichung der statistischen Analysen wurden gruppierte und gestapelte
Saulendiagramme, sowie Boxplots verwendet. In den Boxplots wurden Ausreiler als Kreise,
extreme Werte als Sterne gekennzeichnet. Ausreilier sind Werte, deren Abstand vom 25%-
Perzentil nach unten bzw. vom 75%-Perzentil nach oben zwischen dem 1,5fachen und dem
3fachen der Boxhohe liegen. Die Boxhéhe gibt den Abstand zwischen dem 25%- und dem 75%-
Perzentil wieder. Bei extremen Werten betragt der Abstand von dem 25%- oder dem 75%-
Perzentil mehr als das Dreifache der Boxhohe. (SPSS GmbH Software 1999)

Da der Unterscheidung zwischen pulmonalen Adenokarzinomen und Nicht-Adenokarzinomen
anhand von A ACt -Werten der TTF-1 mRNA eines der primédren Ziele unserer Studie ist,
kommt der Ermittlung des Schwellenwertes eine zentrale Bedeutung zu. Da die ermittelten
A AC; -Werte flr sich genommen, noch nicht verwertbar sind, mussten Cut-Off-Werte
ermittelt werden, die die Neoplasien in TTF-1 positiv und negativ unterscheiden. "Receiver-
Operating-Characteristic"-Analysen (ROC) werden in der klinischen Epidemiologie genutzt, um
zu quantifizieren wie genau medizinische Tests zwischen zwei verschiedenen Patientenstatus
unterscheiden konnen. Typischerweise lasst sich messen, ab welcher Konzentration eines

bestimmten Molekdls der Patient als krank bzw. gesund gilt. (Hajian-Tilaki 2013)

An der ROC-Kurve wurde die "Area Under the Curve" (AUC) mit ihrem 95%-

Konfidenzintervall berechnet. In unserer Studie soll die ROC-Kurve und der damit
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korrespondierende AUC-Wert zeigen, dass TTF-1 mRNA in Form des A ACr -Wertes als
Marker eine Voraussage zur Unterscheidung zwischen Adeno- und Nichtadenokarzinomen in
der Lunge ermdglicht.

Zur Ermittlung des optimalen Schwellenwertes der A A C;-Werte zur VVorhersage einer TTF-1
positiven immunhistologischen Untersuchung wurde der Youden-Index ermittelt, um eine
perfekte Spezifitat-Sensitivitat-Balance zu erhalten. Der Youden-Index maximiert die Differenz
zwischen Richtig-positiv (TPF) und Falsch-Positiv (FPF): Youden-Index = TPF- FPF=
Sensitivitat+ Spezifitat- 1. Durch das Aufsuchen der maximalen Spezifitat und Sensitivitat an
verschiedenen Cut-off-Punkten entlang der Kurve, wurde der optimale Cut-off-Wert berechnet.
Da bei diesem Wert die Summe aus Sensitivitat und Spezifitdt am groften ist, trennt dieser
TTF-1 positive von TTF-1 negativen immunhistologischen Schnittpraparaten am optimalsten.
Mit hoéherem Schwellenwert sinkt die Sensitivitdt, wahrend die Spezifitadt ansteigt. Bei
niedrigerem Schwellenwert verhalten sich Sensitivitdt und Spezifitdt umgekehrt. (Hajian-
Tilaki 2013)

Es wurden ROC-Kurven fiir die pulmonalen Adenokarzinome, sowie fur die spezifischen
Untergruppen der Adenokarzinome (azinér, solide) ermittelt. Daraus resultieren 3 verschiedene
Cut-Off-Werte. Anhand der Cut-off-Werte lie3en sich die Neoplasien mittels der A A Cy-Werte
in TTF-1 positiv und negativ unterscheiden und konnten auf ihren Zusammenhang mit anderen
Klinischen Parametern untersucht werden. Mithilfe von Vierfeldertafeln wurden Schwellenwert-
abhangige Resultate analysiert und folgend klassische Parameter wie Spezifitat, Sensitivitat,
positiv und negativ pradiktiver Wert berechnet. Um den diagnostischen Nutzen zu vergleichen,

wurden die Resultate der Immunhistologie ebenfalls analysiert.

Ein Probabilitatswert p<0,05 wurde in allen verwendeten Testverfahren als statistisch
signifikant eingestuft. Samtliche Tests wurden auf maximal drei Stellen nach dem Komma

gerundet. Diese Arbeit stellt die p-Werte (p) dar.
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4. Ergebnisse

4.1, Patientenkollektiv

In dieser Studie wurden Gewebeproben von 191 Patienten eingeschlossen. Von 8 Patienten
lagen Gewebeproben fiir azindre und solide pulmonale Adenokarzinome vor. Nach initialer
Untersuchung des gesamten Kollektivs, mussten nach Durchfuhrung von gRT-PCR und
Immunhistologie zwei Proben aus der Gruppe der pulmonalen Plattenepithelkarzinome und eine
Probe aus der Gruppe der pulmonalen Metastasen colorektaler Adenokarzinome ausgeschlossen
werden. Nach Ausschluss dieser 3 Patientenproben wurden insgesamt 199 Proben analysiert.

Das Alter der Patienten wurde anhand des Geburtsdatums und des Erstdiagnosedatums
berechnet. Die Altersverteilung wurde in Abhangigkeit der histologischen Gruppen in absoluten
Werten angegeben (siehe Abb.7 ). Das mediane Alter aller Patienten lag bei 63 Jahren. Der
jiingste Patient in diesem Kollektiv war 35 und der Alteste 83 Jahre alt. Bei den azinaren
Adenokarzinomen betrug das mediane Lebensalter 62 Jahre, bei den soliden Adenokarzinomen
62,5 Jahre, bei den Plattenepithekarzinomen 67 Jahre und bei den pulmonalen Metastasen eines
colorektalen Adenokarzinoms 59 Jahre. Adenokarzinome zu Nicht-Adenokarzinomen der
Lunge unterschieden sich beziiglich des Alters nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test,
p=0,558).

Die Geschlechtsverteilung ist in Abhéngigkeit der histologischen Gruppen angegeben (siehe
ADbb.8 ). Im Gesamtkollektiv waren 116 (60,7%) der 191 Patienten mdnnlich, wéahrend 75
(39,3%) der 191 Patienten weiblich waren. In der Gruppe der azindren Adenokarzinome waren
27 (52,9%) maénnlich und 24 (47,1%) weiblich. Von den 50 Patienten der soliden
Adenokarzinome waren 29 (58%) mannlich und 21 (42%) weiblich. Bei den
Plattenepithelkarzinomen waren 41 mannlich (83,7%) und 8 weiblich (16,3%). Von den 49
Patienten der pulmonalen Metastasen waren 23 (46,9%) mannlich und 26 (53,1%) weiblich.
Adenokarzinome zu Nicht-Adenokarzinomen der Lunge unterschieden sich beziglich des
Geschlechts nicht signifikant (Chi-Quadrat-Test, p=0,236).
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Abbildung 7: Boxplot der Altersverteilung in Abhangigkeit der histologischen Gruppen.
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Abbildung 8: Geschlechtsverteilung in Abhangigkeit der histologischen Gruppen.
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4.2. Einteilung nach Stadium

Die Stadieneinteilung erfolgte entsprechend der UICC-Kriterien nach den aktuellen Richtlinien
der WHO-KIassifikation 2015 und richtete sich nach histopathologischen als auch klinischen

Befunden.

Die Stadienverteilung ist in Abhéngigkeit der histologischen Gruppen angegeben (siehe Abb.9).
Von den insgesamt 143 gestagten Patienten waren 26 (18,3%) im Stadium la, 29 (20,4%) im
Stadium Ib, 20 (14,1%) im Stadium lla, 12 (8,5%) im Stadium Ilb, 38 (26,8%) im Stadium llla,
6 (4,2%) im Stadium I1lb und 11 (7,7%) im Stadium IV verteilt.

In der Gruppe der azindren Adenokarzinome konnten von insgesamt 51 Patienten 12 (23,5%)
dem Stadium la, 14 (27,5%) dem Stadium 1Ib, 7 (13,7%) dem Stadium lla, 3 (5,9%) dem
Stadium Ilb, 5 (9,8%) dem Stadium Illa, 3 (5,9%) dem Stadium Illb und 7 (13,7%) dem

Stadium IV zugeordnet werden.

Bei den insgesamt 50 soliden Adenokarzinomen waren die Tumorstadien wie folgt verteilt: 10
im (20%) Stadium la, 9 (18%) im Stadium Ib, 8 (16%) im Stadium lla, 5 (10%) im Stadium llb,
14 (28%) im Stadium Illa, 1 (2%) im Stadium Il1b und 3 (6%) im Stadium IV.

Die Tumorstadien der 49 Plattenepithelkarzinome stellten sich wie folgt dar: 6 (12,2%) im
Stadium la, 10 (20,4%) im Stadium Ib, 5 (10,2%) im Stadium lla, 4 (8,1%) im Stadium IIb, 20
(40,8%) im Stadium llla, 3 (6,1%) im Stadium I11b und 1 (2%) im Stadium 1V.

Die pulmonalen Metastasen bei colorektalem Adenokarzinom wurden entsprechend ihrem
metastasiertem Verhalten ausschlielich in Stadium IV (100%) des UICC-Stadiums der

colorektalen Karzinome eingeschlossen.

Adenokarzinome zu Nicht-Adenokarzinomen der Lunge unterschieden sich bezlglich der
Stadienverteilung nicht statistisch signifikant (Fisher-Freeman-Halton, p=0,071). Azinédre und
solide pulmonale Adenokarzinome unterschieden sich nicht statistisch signifikant (Fisher-
Freeman-Halton, p=0,194). Solide pulmonale Adenokarzinome und pulmonale
Plattenepithelkarzinome unterschieden sich nicht statistisch signifikant (Fisher-Freeman-Halton,
p=0,591). Azindre pulmonale Adenokarzinome und pulmonale Plattenepithelkarzinome
unterschieden sich statistisch signifikant (Fisher-Freeman-Halton, p = 0,007). Pulmonale
Metastasen colorektaler Adenokarzinome unterschieden sich von azindren und soliden
pulmonalen Adenokarzinomen, sowie von pulmonalen Plattenepithelkarzinomen statistisch

signifikant (Fisher-Freeman-Halton, pac/,cre=0,000, pPsoipcre=0,000, psoccipcre=0,000).
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Abbildung 9: Stadienverteilung in Abhangigkeit der histologischen Gruppen (* entspricht dem UICC-Stadium IV
der colorektalen Karzinome).

39




4.3. Uberleben

Als Uberlebenszeit wurde die Zeit zwischen Datum der histologischen Erstdiagnose und dem
Todesdatum bzw. dem Datum des letzten Follow-up definiert. Die Daten wurden durch das
Klinisch-epidemiologische Krebsregister Rheinland-Pfalz gGmbH, das Epidemiologische
Krebsregister Saarland und das Klinische Krebsregister des Tumorzentrums der
Universitatsklinik des Saarlandes bereitgestellt. Als Datum der Datenerhebung diente der
24.05.2015.

Die Uberlebenszeit ist in Abhangigkeit der histologischen Gruppen in absoluten Werten
angegeben (siehe Abb.10). Von den insgesamt 191 Patienten der 4 histologischen Gruppen
Uberlebten 107 Patienten, die restlichen 84 verstarben an ihrer Tumorerkrankung oder dessen
Folgen. Das mediane Uberleben aller histologischen Gruppen betrug 52 Monate. Das kiirzeste
Uberleben lag bei unter einem Monat, das ldngste bei 203 Monaten.

In der Gruppe der azinaren Adenokarzinome Uberlebten 25 der 51 Patienten. Das mediane
Uberleben betrug 55 Monate. Das minimale Uberleben lag bei unter einem Monat, das Langste
bei 132 Monaten.

Bei den soliden Adenokarzinomen verstarben 19 Patienten, wéhrend 31 zum Zeitpunkt der
Datenerhebung noch lebten. Das mediane Uberleben betrug hier 54,5 Monate. Auch hier lag das

kiirzeste Uberleben bei weniger als einem Monat und das Léngste bei 132 Monaten.

Von den 49 Patienten in der Gruppe der Plattenepithelkarzinome verstarben 20. 29 lberlebten
bis zum Datum der Datenerhebung. Das mediane Uberleben betrug 38 Monate. Das kiirzeste

Uberleben wurde mit 2 Monaten und das langste mit 203 Monaten ermittelt.

22 der 49 Patienten in der Gruppe der pulmonalen Metastasen colorektaler Adenokarzinome
verstarben. 27 iiberlebten bis zum Datum der Datenerhebung. Das mediane Uberleben betrug 61

Monate. Das kiirzeste Uberleben wurde mit 1 Monat und das langste mit 184 Monaten ermittelt.

Adenokarzinome zu Nicht-Adenokarzinomen der Lunge unterschieden sich beziglich des
Uberlebens nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test, p=0,695). Azinare und solide pulmonale
Adenokarzinome unterschieden sich nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test, p=0,959). Solide
pulmonale Adenokarzinome und pulmonale Plattenepithelkarzinome unterschieden sich nicht
signifikant (Mann-Whitney-U-Test, p=0,216). Azindre pulmonale Adenokarzinome und

pulmonale Plattenepithelkarzinome unterschieden sich nicht statistisch signifikant (Mann-
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Whitney-U-Test, p=0,224). Azindre pulmonale Adenokarzinome und pulmonale Metastasen
unterschieden sich nicht statistisch signifikant (Mann-Whitney-U-Test, p=0,073). Solide
pulmonale Adenokarzinome und pulmonale Metastasen unterschieden sich nicht statistisch
signifikant  (Mann-Whitney-U-Test, p=0,072). Pulmonale Plattenepithelkarzinome und
pulmonale Metastasen unterschieden sich statistisch signifikant (Mann-Whitney-U-Test,
p=0,002).
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Abbildung 10: Boxplot der Uberlebenszeit in Abhéngigkeit der histologischen Gruppen (Kreis= Ausreier, Stern=
extremer Wert).
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4.4. Ubersicht klinisch-pathologischer Charakteristika

Tabelle 4: Ubersicht der gesammelten klinisch-pathologischen Charakteristika anhand primérer azindrer und
solider Adenokarzinome (Azinire/Solide AD) und Plattenepithelkarzinome (SQCC) der Lunge sowie
pulmonaler Metastasen eines colorektalen Adenokarzinoms (pCRC) (* entspricht dem UICC-Stadium IV
der colorektalen Karzinome).

Parameter Alle Subtypen Azindre AD Solide AD sSQCC pCRC
Geschlecht
M 116(60,7%) 27(52,9%) 29(58%) 41(83,7%) 23(46,9%)
W 75(39,3%) 24(47,1%) 21(42%) 8(16,3%) 26(53,1%)
Alter(Jahre)
Median 63 62 62,5 67 59
Stadium
la 26(18,3%) 12(23,5%) 10(20%) 6(12,2%) -
Ib 29(20,4%) 14(27,5%) 9(18%) 10(20,4%) -
lla 20(14,1%) 7(13,7%) 8(16%) 5(10,2%) -
IIb 12(8,5%) 3(5,9%) 5(10%) 4(8,2%) -
Ila 38(26,8%) 5(9,8%) 14(28%) 20(40,8%) -
b 6(4,2%) 3(5,9%) 1(2%) 3(6,1%) -
\Y 11(7,7%) 7(13,7%) 3(6%) 1(2%) -
Iv* - - - - 49(100%)
Uberleben (in
Monaten)
Median
52 55 54,5 38 61
5-Jahres-
Uberlebensrate 41,9% 47,1% 46% 22,4% 53,1%
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4.5. Ergebnisse der Immunhistologie

Insgesamt wurden 199 neue immunhistochemische Farbungen der 191 Patienten durchgefihrt.
Durch die Zusammenfiihrung von gRT-PCR und Immunhistologie fielen in der Gruppe der
pulmonalen Plattenepithelkarzinome und pulmonalen Metastasen Ergebnisse auf, die weiterer
Abklarung benétigten: In der Gruppe der Plattenepithelkarzinome zeigte sich ein Fall, der eine
TTF-1 Positivitét fir 40% der Tumorzellen aufwies. Der A A Cr-Wert der qRT-PCR war mit
2111,42 stark erhoht. Nachdem initial die Morphologie fiir die Diagnose eines
Plattenepithelkarzinoms sprach, zeigte sich in der weiteren immunhistologischen Abkl&rung
eine schwache Positivitat fiir CK5/6, wahrend p63 und p40 negativ waren. Daraufhin konnte der
Fall nicht langer der Gruppe der Plattenepithelkarzinome zugeordnet werden und musste aus der
Studie ausgeschlossen werden.

Der zweite Fall bei den pulmonalen Plattenepithelkarzinomen war mit einem A A Cr-Wert von
1953,71 in der gRT-PCR ebenfalls auffallig und fuhrte nach Nachweis von Muzin-
produzierenden Zellen in der PAS-Diastase Farbung und der Diagnose eines adenosquamadsen

Karzinoms zum Ausschluss aus der Studie.

In einem weiteren Fall legten radiologische Befundgebung, histomorphologische Interpretation
eines Adenokarzinoms und wenige Monate zuvor diagnostiziertes colorektales Adenokarzinom
die Diagnose eines pulmonal metastasierten colorektalen Adenokarzinom nahe. Die starke TTF-
1 Positivitat in 90% der Tumorzellen, der ebenfalls stark erhéhte C; -Wert von 3119,29 in der
gRT-PCR waren Anlass zu weiteren Untersuchungen. Dabei zeigte sich, dass CK7 positiv,
CK20 negativ und CDX-2 negativ waren. Da eine pulmonale Metastase eines colorektalen
Adenokarzinoms entsprechend der Befunde auszuschlieen war, wurde der Fall aus der Gruppe

entfernt und auf Grund der histomorphologischen Heterogenitat aus der Studie ausgeschlossen.

Bei weiteren Fallen, die ebenfalls auffallige immunhistologische Befunde oder ungewdhnliche
A A C; -Werte aufwiesen, wurden auch weitere Untersuchung vorgenommen. Dabei kam es zu
keinen Abweichungen von den typischen immunhistologischen Resultaten der jeweiligen

Gruppen.

Die Ergebnisse der Immunhistologie sind in Abhéngigkeit der histologischen Gruppen in
Prozent angegeben (siehe Abb.11). Exemplarisch sind die verschiedenen immunhistologischen
Resultate abgebildet (siehe Abb.12-14).

Von den 51 Fallen der azindren pulmonalen Adenokarzinome zeigten 18 (35,3%) eine TTF-1
Negativitat, 19 (37,3%) eine schwache und 14 (27,4%) eine starke Anfarbbarkeit fur TTF-1.
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Bei den soliden pulmonalen Adenokarzinomen waren wiederum 20 von 50 (40%) TTF-1
negativ, 24 (48%) schwach und 6 (12%) stark TTF-1 positiv .

In der Gruppe der pulmonalen Plattenepithelkarzinome und der pulmonalen Metastasen zeigten
sich nach Ausschluss der beiden TTF-1 positiven Falle ausschlieBlich TTF-1 negative
Préaparate.

Die Sensitivitdt und Spezifitat bei der Abgrenzung von Adenokarzinomen und Nicht-
Adenokarzinomen der Lunge betrug 62,4% bzw. 100% fir die Erkennung eines pulmonalen
Adenokarzinoms durch eine TTF-1 positive Immunreaktion. Der positive bzw. negative
pradiktive Wert lag bei 100% bzw. 72,1%.

Bei der separaten Betrachtung von azindren Adenokarzinomen und pulmonalen Metastasen
erreichte die Immunhistologie eine Sensitivitat von 64,7% und eine Spezifitat von 100%. Der

positive bzw. negative pradiktive Wert lag hier bei 100% bzw. 73,1%.

Bei der separaten Untersuchung von soliden Adenokarzinomen und Plattenepithelkarzinomen in
der Immunhistologie betrug die Sensitivitdt 60% und die Spezifitdt 100%. Der positive bzw.
negative pradiktive Wert lag bei 100% bzw. 71,4%.

Die Resultate der Immunhistologie sind ausfiihrlich dargestellt (Tab.5) .

Adenokarzinome zu Nicht-Adenokarzinomen der Lunge unterschieden sich beziglich des TTF-
1 Status statistisch signifikant (Chi-Quadrat-Test, p=0,000).

Azinédre und solide Adenokarzinome unterschieden sich bezliglich des TTF-Status schwach

positiv, stark positiv und negativ nicht signifikant (Chi-Quadrat-Test, p=0,151).
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Abbildung 11: Immunhistologischer TT-1 Status der histologischen Gruppen in Prozent.
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Abbildung

Yy : . Dk €Sy 3 A ,

12: TTF-1 negativimmunhistochemische Expression in A),B),C) azindren pulmonalen
Adenokarzinomen, OriginalvergréBerung 10x/20x/40x; D),E),F) soliden pulmonalen
Adenokarzinomen, OriginalvergréBerung 10x/20x/40x; G),H),l) pulmonalen
Plattenepithelkarzinomen, OriginalvergréRerung 10x/20x/40x; J),K),L) pulmonalen Metastasen
eines colorektalen Adenokarzinom, Originalvergr6Berung 10x/20x/40x.
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Adenokarzinomen, OriginalvergréRerung 10x/20x/40x; D),E),F) soliden pulmonalen
Adenokarzinomen, OriginalvergréRerung 10x/20x/40x.

Adenokarzinomen, OriginalvergroBerung 10x/20x/40x; D),E),F) soliden pulmonalen
Adenokarzinomen, OriginalvergréBerung 10x/20x/40x.
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Tabelle 5: Ubersicht der immunhistologischen Resultate der histologischen Gruppen.

Immun- Azinére Solide Plattenepithel- Pulmonale
histologie Adenokarzinome Adenokarzinome | karzinome Metastasen
TTF-1 schwach | 19 (37,3%) 24 (48%) 0 (0%) 0 (0%)
positiv
TTF-1 stark 14 (27,4%) 6 (12%) 0 (0%) 0 (0%)
positiv
TTF-1 negativ | 18 (35,3%) 20 (40%) 49 (100%) 49 (100%)
Summe 51 50 49 49

. 0 0, . 0,
Sensitivitat, Se/Spac+soL: 62,4%/100%  ppW: 100%
Spezifitat und Se/Spac: 64,7%/100% ppW: 100%
ppW Se/Spso.: 60%/100% ppW: 100%
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4.6. Ergebnisse der A A Cr-Werte

Die A A Ct-Werte wurden fir die 4 verschiedenen histologischen Gruppen errechnet.

Von den azindren Adenokarzinomen wurde der Median der A AC; -Werte mit 1339,1

errechnet. Minimum betrug 0,2, wahrend das Maximum bei 23380,2 lag.

Der Median des A ACt -Werts solider Adenokarzinome lag bei 1083,4. Minimum und
Maximum betrugen 2,2 bzw. 9051,9.

In der Gruppe der Plattenepithelkarzinome stellte sich der Median des A A Cy-Werts mit 73,2

dar. Minimum und Maximum waren 0,3 bzw. 1696, 1.

Der Median des A ACy -Werts pulmonaler Metastasen eines colorektalen Adenokarzinoms

betrug 78,3. Minimum und Maximum waren 0,1 bzw. 2842,6.

Die Ergebnisse der statistischen Kenngroflen der A A Cy -Werte in der Gesamtkohorte sind
detailliert angegeben (siehe Tab.6). Die Ergebnisse der A A Ct-Werten sind in Abhéngigkeit
der histologischen Gruppen absolut angegeben (siehe Abb.15).

Zwischen Adenokarinomen und Nicht-Adenokarzinomen der Lunge lieR sich ein statistisch
signifikanter Unterschied der A A Ct-Werte nachweisen (Mann-Whitney-U-Test, p=0,000).

Eine Analyse zwischen azindren Adenokarzinomen und pulmonalen Metastasen eines
colorektalen Adenokarzinoms konnte einen statistisch signifikanten Unterschied der A A Ct -
Werte nachweisen (Mann-Whitney-U-Test, p=0,000).

Zwischen soliden Adenokarzinomen und Plattenepithelkarzinomen konnte ebenfalls ein
statistisch signifikanter Unterschied der A A C;-Werte nachgewiesen werden (Mann-Whitney-
U-Test, p=0,000).

Eine Analyse zwischen azindren Adenokarzinomen und soliden Adenokarzinomen zeigte
keinen statistisch signifikanten Unterschied der A A C; -Werte (Mann-Whitney-U-Test,
p=0,123).

Eine Analyse zwischen Plattenepithelkarzinomen und pulmonalen Metastasen eines
colorektalen Adenokarzinoms zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied der A A Cr -

Werte (Mann-Whitney-U-Test, p=0,123).
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Tabelle 6: Darstellung statistischer KenngroBen der AAC;-Werte in der Gesamtkohorte.

Histologische Gruppen AC SOL SQCC pCRC
N Gultig 51 50 49 49
Fehlend 0 0 0 0
Mittelwert 2539,7 1439,2 128,9 170,6
Standardfehler des Mittelwertes 566,9 237,7 35,6 59,0
Median 1339,1 1083,4 73,2 78,3
Modus .23 2,2 3 1
Standardabweichung 4048,7 1680,7 249,1 413,1
Varianz 16391631 2824742,1 62075,1 170660,9
Minimum 2 2,2 3 1
Maximum 23380,2 9051,9 1696,1 2842,6
Perzentile 25 595,5 348,7 12,1 34,2
50 1339,1 1083,4 73,2 78,3
75 2577,9 1765,9 166,2 169,1
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Abbildung 15: Boxplot der A A Cy-Werte von TTF-1 mRNA in Abhangigkeit der histologischen Gruppen
(Kreis=AusreiBer, Stern=extreme Werte).
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4.7. ROC-Kurve zur Pradiktoren-Analyse

Ziel der folgenden ROC-Analysen war es, anhand eines Uber die ROC-Kurve bzw. Youden-
Index ermittelten A A Cr-Schwellenwert eine Voraussage Uber die in der qRT-PCR gewonnen
A A C;-Werte in TTF-1 positiv/negativ zu treffen.

Dazu wurde im ersten Schritt die ROC-Kurve gebildet:

4.7.1. ROC-Kurve azinadrer und solider pulmonaler Adenokarzinome

Bei der Betrachtung der azindren und soliden pulmonalen Adenokarzinomen zeigte sich bei der
ROC-Analyse (Abb.16) fur die Vorhersage einer TTF-1 positiven bzw. negativen
Immunhistologie eine statistische Signifikanz. Die AUC lag bei 0,678 mit einem p-Wert von
0,003 (95% -KI 0,559-0,796).
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Abbildung 16: ROC-Kurve azinarer und solider pulmonaler Adenokarzinome.
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4.7.2. ROC-Kurve azinarer pulmonaler Adenokarzinome

In der Gruppe der azindren pulmonalen Adenokarzinome konnte in der ROC-Kurve (Abb.17)

zur Vorhersage einer TTF-1 positiven bzw. negativen Immunhistologie keine statistische

Signifikanz gefunden werden. Die AUC stellte sich mit 0,552 und einem p-Wert von 0,541 dar

(95% -K1 0,370-0,734).
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Abbildung 17: ROC-Kurve azindrer pulmonaler Adenokarzinome.
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4.7.3. ROC-Kurve solider pulmonaler Adenokarzinome

Bei den soliden pulmonalen Adenokarzinomen konnte in der ROC-Kurve (Abb.18) eine
statistische Signifikanz fur die Vorhersage einer TTF-1 positiven bzw. negativen
Immunhistologie bestimmt werden. Die AUC betrug 0,793 bei einem p-Wert von 0,000 (95% -
K1 0,655-0,932).
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Abbildung 18: ROC-Kurve solider pulmonaler Adenokarzinome.
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4.8. Berechnung des A A C-Schwellenwert mittels Youden-Index

Mittels Berechnung des Youden-Index sollte ein Cut-off-Wert bestimmt werden, der es
ermoglicht anhand von A ACr -Werten der qRT-PCR TTF-1 positive von TTF-1 negativen

Karzinomen zu unterscheiden.

Berechnet man den maximalen Youden-Index in der ROC-Kurve fir die azindren und soliden
Adenokarzinome (Abb.19), stellte er sich mit einer Sensitivitat von 0,968 (96,8%) und einer
Spezifitat von 0,421 (42,1%) dar. Der Cut-off- A A Ct -Wert wurde mit 300,14 errechnet. Der
Youden-Index lag bei 0,389.

Bei den azindren Adenokarzinomen wurde der maximale Youden-Index-Punkt in der ROC-
Kurve (Abb.20) bei einer Sensitivitdt von 1 (100%) und einer Spezifitdt von 0,278 (27,8%)
ermittelt. Der A A Cr -Schwellenwert zur Prédiktion einer TTF-1 positiven Immunhistologie
wurde daher bei 238,25 kalkuliert. Der Youden-Index wurde mit 0,278 berechnet.

Die ROC-Kurve der soliden Adenokarzinome (Abb. 21) stellte den maximalen Youden-Index-
Punkt mit einer Sensitivitat von 0,8 (80%) und einer Spezifitat von 0,75 (75%) dar. Der bei
diesem Punkt zur Pradiktion einer TTF-1 positiven Immunhistologie ermittelte A ACt -
Schwellenwert lag bei 825,73. Der Youden-Index betrug 0,55.
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Abbildung 19: Ermittlung des maximalen Youden-Index (YI-max) azindrer und solider pulmonaler
Adenokarzinome.
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Abbildung 20: Ermittlung des maximalen Youden-Index (Yl-max) azindrer pulmonaler Adenokarzinome.
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Abbildung 21: Ermittlung des maximalen Youden-Index (Yl-max) solider pulmonaler Adenokarzinome.
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4.9. Vergleich der diagnostischen Techniken: gRT-PCR und Immunhistologie

4.9.1. Anwendung des A A Cr-Schwellenwert flr azindre und solide pulmonalen
Adenokarzinome

Nach der Bestimmung des A AC; -Schwellenwertes in der ROC-Analyse, wurden die
histologischen Gruppen hinsichtlich TTF-1 positiver und negativer A AC; -Werte
unterschieden. Es wurde der Cut-off-Wert von 300,14 verwandt. In der Gruppe der azinéren
pulmonalen Adenokarzinome waren 45 von 51 (88,2%) Féllen TTF-1 positiv und 6 von
51Fallen (11,8%) TTF-1 negativ. Bei den soliden pulmonalen Adenokarzinomen waren 38
(76%) TTF-1 positiv. und 12 (24%) TTF-1 negativ. Bei den pulmonalen
Plattenepithelkarzinomen und pulmonalen Metastasen waren jeweils 3 bzw. 4 Félle (6,5% bzw.
8,2%) TTF-1 positiv und 46 bzw. 45 (93,5%; 91,8%) der Proben TTF-1 negativ. Die Sensitivitat
und Spezifitdt bei der Abgrenzung von Adenokarzinomen und Nicht-Adenokarzinomen der
Lunge betrug 82,2% Sensitivitdt und 92,9 % Spezifitat fiir die Erkennung eines pulmonalen
Adenokarzinoms durch eine positive gRT-PCR. Der positive bzw. negative pradiktive Wert lag
bei 92,2% bzw. 83,5%. Eine Ubersicht der Resultate ist angegeben (Abb.22).
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Abbildung 22: Ubersicht der Resultate aus qRT-PCR nach Anwendung des 4 AC;-Schwellenwertes von 300,14; in
Prozent.
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4.9.1.1. Gegenuberstellung der Resultate aus gRT-PCR (Schwellenwert 300,14) und
Immunhistologie

Die Ergebnisse von Immunhistologie und gRT-PCR sind in Abb. 23 gegeniibergestellt.
Immunhistologie und ¢RT-PCR detektierten 32 (62,7%) der azindren pulmonalen
Adenokarzinome und 29 (58%) der soliden pulmonalen Adenokarzinome als TTF-1 positiv. 46
(93,9%) der pulmonalen Plattenepithelkarzinome und 45 (91,8%) der pulmonalen Metastasen
wurden von beiden Methoden als TTF-1 negativ erkannt. Die gqRT-PCR konnte mittels des
A A C; -Schwellenwertes von 300,14 im Vergleich zur Immunhistologie bei den azinaren
Adenokarzinomen 13 von 51 (25,4%) Gewebeproben und bei den soliden Adenokarzinomen 9
von 50 (18%) Gewebeproben zusatzlich detektieren. 3 von 49 (6,1%) Gewebeproben der
Plattenepithelkarzinome und 4 von 49 (8,2%) Gewebeproben der pulmonalen Metastasen
bestimmte die gRT-PCR als Falsch-positiv. Die Immunhistologie konnte gegeniiber der gRT-
PCR in der Gruppe der azindren und soliden Adenokarzinome 1 von 51 (1,9%) bzw. 1 von 50
(2%) Gewebeproben zusatzlich detektieren. 5 (9,8%) Gewebeproben der azindren
Adenokarzinomen und 11 (22%) Gewebeproben der soliden Adenokarzinome konnten weder
durch gRT-PCR noch Immunhistologie erkannt werden.

Die detaillierten Ergebnisse sind tabellarisch veranschaulicht (siehe Anhang Tab.11-14).
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Abbildung 23: Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Immunhistologie und qRT-PCR (Schwellenwert 300,14) in
den histologischen Gruppen; in Prozent.
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4.9.2. Anwendung des A A Ct -Schwellenwert fir azinare pulmonale Adenokarzinome

Der Cut-off-Wert in Héhe von 238,25 trennte die mittels gRT-PCR erhaltenen A A Ct -Werte
in TTF-1 positiv bzw. negativ. Dabei wurde den azindren pulmonalen Adenokarzinomen die
pulmonalen Metastasen eines colorektalen Adenokarzinoms gegenibergestellt. In der Gruppe
der azindren Adenokarzinome waren 46 von 51 (90,2%) Féllen TTF-1 positiv und 5 von 51
(9,8%) Fallen TTF-1 negativ. Bei den pulmonalen Metastasen eines colorektalen
Adenokarzinom stellten sich 7 (14,3%) Gewebeproben TTF-1 positiv und 42 (85,7%) Proben
TTF-1 negativ dar. Nach Anwendung des o0.g. Cut-Off-Wertes auf beide Tumorentitaten wurde
eine Sensitivitdt von 90% und eine Spezifitdt von 85,7% in der gRT-PCR errechnet. Der
positive bzw. negative pradiktive Wert betrug 86,8% bzw. 89,4%. Die Ergebnisse sind
tibersichtlich dargestellt (Abb.24).
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Abbildung 24: Ubersicht der Resultate aus qRT-PCR nach Anwendung des 4 4C;-Schwellenwertes von 238,25; in
Prozent.
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4.9.2.1. Gegenuberstellung der Resultate aus qRT-PCR (Schwellenwert 238,25) und
Immunhistologie

Die Ergebnisse von Immunhistologie und gRT-PCR sind in Abb. 25 gegeniibergestellt.
Immunhistologie und gRT-PCR detektierten 33 (64,7%) Proben der azindren pulmonalen
Adenokarzinome als TTF-1 positiv. 42 (85,7%) Gewebeproben der pulmonalen Metastasen
wurden von beiden Methoden als TTF-1 negativ erkannt. Die gRT-PCR konnte im Vergleich
zur Immunhistologie mittels des A ACy -Schwellenwertes von 238,25 13 von 51 (25,5%)
Fallen der azindren Adenokarzinome zusatzlich detektieren. 7 von 49 (14,3%) Gewebeproben
der pulmonalen Metastasen bestimmte die gRT-PCR als Falsch-positiv. Die Immunhistologie
konnte gegenliber der gRT-PCR in der Gruppe der azindren Adenokarzinome Kkeine
Gewebeproben zusatzlich detektieren. 5 (9,8%) Gewebeproben der azindren Adenokarzinome

konnten weder durch qRT-PCR, noch Immunbhistologie erkannt werden.

Die detaillierten Ergebnisse sind tabellarisch veranschaulicht (siehe Anhang Tab.15-16).
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Abbildung 25: Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Immunhistologie und qRT-PCR (Schwellenwert 238,25) in
azindren pulmonalen Adenokarzinomen und pulmonalen Metastasen; in Prozent.
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4.9.3. Anwendung des A A Ct -Schwellenwert fur solide pulmonale Adenokarzinome

Der Cut-off-Wert in Héhe von 825,75 trennte die mittels gRT-PCR erhaltenen A A Ct -Werte
in TTF-1 positiv bzw. negativ. Dabei wurde den soliden pulmonalen Adenokarzinomen die
pulmonalen Plattenepithelkarzinome gegenibergestellt. In  der Gruppe der soliden
Adenokarzinome waren 29 von 50 (58%) Fallen TTF-1 positiv und 21 von 50 (42%) Féllen
TTF-1 negativ. Bei den Plattenepithelkarzinomen stellte sich 1 (2%) Probe TTF-1 positiv und
48 (98%) Proben TTF-1 negativ dar. Nach Anwendung des o.g. Cut-Off-Wertes auf beide
Tumorentitaten wurde eine Sensitivitdt von 58% und eine Spezifitat von 98% in der gqRT-PCR
errechnet. Der positive bzw. negative pradiktive Wert lag bei 96,7% bzw. 69,7%. Die
Ergebnisse sind tbersichtlich dargestellt (Abb.26).
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Abbildung 26: Ubersicht der Resultate aus qRT-PCR nach Anwendung des AAC; -Schwellenwertes von 825,75; in
Prozent.
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4.9.3.1. Gegenuberstellung der Resultate aus gRT-PCR (Schwellenwert 825,75) und
Immunhistologie

Die Ergebnisse von Immunhistologie und gRT-PCR sind in Abb. 27 gegeniibergestellt.
Immunhistologie und gRT-PCR detektierten 24 (48%) Proben der soliden pulmonalen
Adenokarzinome als TTF-1 positiv. 48 (97,9%) Proben der pulmonalen Plattenepithelkarzinome
wurden von beiden Methoden als TTF-1 negativ erkannt. Die gRT-PCR konnte im Vergleich
zur Immunbhistologie 5 von 50 (10%) Féllen der soliden Adenokarzinome zusatzlich detektieren.
1 von 49 (2,1%) Gewebeproben der Plattenepithelkarzinome bestimmte die qRT-PCR als
Falsch-positiv. Die Immunhistologie konnte gegenlber der qRT-PCR 6 von 50 (12%)
Gewebeproben der soliden Adenokarzinome zusatzlich detektieren. 15 (30%) Gewebeproben

der soliden Adenokarzinome wurden weder durch qRT-PCR, noch Immunhistologie erkannt.

Die detaillierten Ergebnisse sind tabellarisch veranschaulicht (siehe Anhang Tab.17-18).
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Abbildung 27: Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Immunhistologie und qRT-PCR (Schwellenwert 825,75) in
soliden pulmonalen Adenokarzinomen und pulmonalen Plattenepithelkarzinomen; in Prozent.
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4.9.4. Ubersicht der Ergebnisse zur Unterscheidung zwischen TTF-1 positiv/negativ
mittels der verschiedenen A A Ct -Schwellenwerte

In der folgenden Tabelle werden die mittels der unterschiedlichen A A C; -Schwellenwerte

erbrachten Ergebnisse zur Unterscheidung zwischen TTF-1 positiv und negativ Gbersichtlich

zusammengefasst (Tab.7).

Tabelle 7: Ergebnisse der verschiedenen A A C;-Schwellenwerte zur Unterscheidung zwischen TTF-1

positiv/negativ.

Histologie AACt-

Schwellenwert

gRT-PCR

TTF-1 positiv

(A ACy-

Schwellenwert  Schwellenwert)

gRT-PCR

TTF-1 negativ

(<A ACT'

300,14 45 (88,2%) 6 (11,8%)
AC 238,25 46 (90,2%) 5 (9,8%)
825,75 ; ]
300,14 38 (76%) 12 (24%)
soL 238,25 ; ]
825,75 29 (58%) 21 (42%)
300,14 3 (6,5%) 46 (93,5%)
sQcc 238,25 - ]
825,75 1 (2%) 48 (98%)
300,14 4 (8,2%) 45 (91,8%)
PCRC 238,25 7 (14,3%) 42 (85,7%)
825,75 - -

Summe

51

50

49

49

Sensitivitat,
Spezifitat, PPW

Se/Spac+soL:
82,2%/ 92,9%

PPW: 92,2%

Se/Spac::
90%/ 85,7%

PPW: 86,8%

Se/SpSOL:

58%/ 98%

PPW: 96,7%
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4.10. Uberleben und Tumorstadium

4.10.1. Azinare pulmonale Adenokarzinome

Bei den azindren Adenokarzinomen bestand kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen Uberleben und Tumorstadium (Kaplan-Meier-Kurve, piog-rak=0,014). Obwohl Log-
Rank kleiner p=0,05 war, l&sst sich keine statistische Signifikanz ermitteln, der Test darf nicht
ausgefuhrt werden, da die Voraussetzungen flr valide Ergebnisse nicht gegeben sind.

4.10.2. Solide pulmonale Adenokarzinome

Die soliden Adenokarzinome wiesen keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Uberleben
und Tumorstadium auf (Kaplan-Meier-Kurve, piog.ra=0,038). Es werden keine Mediane
angegeben, da die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Gruppe nicht kleiner 50% betrug.
Aulerdem war der Grofteil der Félle zensiert, wodurch keine Signifikanz berechnet werden

konnte.

4.10.3. Pulmonale Plattenepithelkarzinome

Die Plattenepithelkarzinome wiesen auf Grund der Zensierung der Falle ebenfalls keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Uberleben und Tumorstadium auf (Kaplan-Meier-

Kurve, prog-rank=0,286).

4.10.4. Pulmonale Metastasen eines colorektalen Adenokarzinoms

Fur pulmonalen Metastasen colorektaler Adenokarzinome konnte keine Kaplan-Meier-Kurve
berechnet werden, da die pulmonalen Metastasen ausschlieBlich als Faktorvariable Stadium 1V*

vorhanden sind.
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4.11. Uberleben und Immunhistologie

4.11.1. Azinare pulmonale Adenokarzinome
Bei den azindren Adenokarzinomen besteht kein statistisch signifikanter Zusammenhang

zwischen Uberleben und Immunhistologie (Kaplan-Meier-Kurve, Prog-rank=0,524, pHO). Siehe
Abb. 28.
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Abbildung 28: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelationsanalyse zwischen Uberlebenszeit und TTF-1 Immunhistologie
fiir azindre pulmonale Adenokarzinome.

Die Unterteilung in TTF-1 negativ bzw. TTF-1 schwach und stark positiv konnte ebenfalls
keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen Uberleben und Histologie liefern

(Kaplan-Meier-Kurve, ppog-rank=0,635).
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4.11.2. Solide pulmonale Adenokarzinome
Bei den soliden Adenokarzinomen besteht kein statistisch signifikanter Zusammenhang

zwischen Uberleben und Immunhistologie (Kaplan-Meier-Kurve, PLog-rank=0,453). Siehe Abb.
29.
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Abbildung 29: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelationsanalyse zwischen Uberlebenszeit und TTF-1 Immunhistologie
fiir solide pulmonale Adenokarzinome.

Die Unterteilung in TTF-1 negativ bzw. TTF-1 schwach und stark positiv konnte ebenfalls
keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen Uberleben und Histologie liefern

(Kaplan-Meier-Kurve, ppog-rank=0,113).
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4.11.3. Pulmonale Plattenepithelkarzinome und pulmonale Metastasen

Bei den Plattenepithelkarzinomen und pulmonalen Metastasen colorektaler Adenokarzinome
besteht kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Uberleben und Immunhistologie.

Mangels TTF-1 positiver Werte konnten keine Kaplan-Meier-Kurven errechnet werden.

68



4.12. Tumorstadium und TTF-1 Status anhand der Immunhistologie

4.12.1. Azinare pulmonale Adenokarzinome

In azin&ren Adenokarzinomen konnte zwischen Tumorstadium und TTF-1 Status (pos./neg.) ein
statistisch signifikanter Unterschied ermittelt werden (Fisher-Freeman-Halton, p=0,025).
Semiquantitativer TTF-1 Status (neg./schwach pos./stark pos.) und Tumorstadium
unterschieden sich nicht statistisch signifikant (Fisher-Freeman-Halton, p=0,137).

4.12.2. Solide pulmonale Adenokarzinome

In soliden Adenokarzinomen konnte zwischen Tumorstadium und TTF-1 Status (pos./neg.) kein
statistisch signifikanter Unterschied ermittelt werden (Fisher-Freeman-Halton, p=0,112).
Semiquantitativer TTF-1 Status (neg./schwach pos./stark pos.) und Tumorstadium
unterschieden sich nicht statistisch signifikant (Fisher-Freeman-Halton, p=0,099).

4.12.3. Pulmonale Plattenepithelkarzinome und pulmonale Metastasen colorektaler
Adenokarzinome

In Plattenepithelkarzinomen und pulmonalen Metastasen colorektaler Adenokarzinome konnte
zwischen Tumorstadium und TTF-1 Status (pos./neg.) bzw. semiquantitativen TTF-1 Status
(neg./schwach pos./stark pos.) kein Unterschied errechnet werden, da die Faktorvariable TTF-1
Status bei beiden Gruppen und die Faktorvariable Tumorstadium bei den pulmonalen

Metastasen eine Konstante ist. Es konnten keine Kreuztabellen gebildet werden.
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4.13. Tumorstadium und TTF-1 Status anhand der A A Ct-Schwellenwerte

4.13.1. A AC+ -Schwellenwert azinarer und solider pulmonaler Adenokarzinome
(Schwellenwert 300,14)

Bei einem A A Ct -Schwellenwert von 300,14 konnte bei den azindren Adenokarzinomen ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen TTF-1 Status und Tumorstadium gefunden

werden (exakter Test nach Fisher, p=0,03).

Anhand des o0.g. Schwellenwertes war bei den soliden Adenokarzinomen kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen TTF-1 Status und Tumorstadium zu erkennen (exakter Test
nach Fisher, p=0,077).

Anhand des o0.g. Schwellenwertes war bei den Plattenepithelkarzinomen ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen TTF-1 Status und Tumorstadium zu erkennen (exakter Test
nach Fisher, p=0,02).

In der Gruppe der pulmonalen Metastasen colorektaler Adenokarzinome kann Kkein
Zusammenhang anhand des o0.g. Schwellenwertes berechnet werden, da die pulmonalen
Metastasen ausschliel3lich als Faktorvariable Stadium 1\VV* vorhanden sind.

4.13.2. A AC+ -Schwellenwert azinarer pulmonaler Adenokarzinome (Schwellenwert
238,25)

Bei einem A A Ct -Schwellenwert von 238,25 konnte bei den azinaren Adenokarzinomen ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen TTF-1 Status und Tumorstadium gefunden

werden (exakter Test nach Fisher, p=0,005).

Anhand des o.g. Schwellenwertes war bei den pulmonalen Metastasen kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen TTF-1 Status und Tumorstadium nachweisbar. Eine
Kreuztabelle konnte auf Grund einer konstanten Faktorvariable Stadium IV* nicht gebildet

werden.
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4.13.3. A ACt-Schwellenwert solider pulmonaler Adenokarzinome (Schwellenwert
825,75)

Bei einem A A C; -Schwellenwert von 825,75 konnte bei den soliden Adenokarzinomen kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen TTF-1 Status und Tumorstadium gefunden

werden (exakter Test nach Fisher, p=0,195).

Anhand des o0.g. Schwellenwertes war bei den Plattenepithelkarzinomen kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen TTF-1 Status und Tumorstadium nachweisbar (exakter Test
nach Fisher, p=0,082).
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4.14. Uberleben und TTF-1 Status anhand der A A Ct -Schwellenwerte

4.14.1. A AC+ -Schwellenwert azinarer und solider pulmonaler Adenokarzinome
(Schwellenwert 300,14)

Bei dem A AC; -Schwellenwert von 300,14 konnte in der Gruppe der azinaren
Adenokarzinome ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Uberlebenszeit und
TTF-1 Status nachgewiesen werden (Kaplan-Meier-Kurve, piog.rank=0,017). Die entsprechende
Kaplan-Meier-Kurve ist in Abb. 30 dargestellt.

Anhand des o.g. Schwellenwertes war in der Gruppe der soliden Adenokarzinome kein
statistisch  signifikanter Zusammenhang zwischen Uberlebenszeit und TTF-1 Status
nachweisbar (Kaplan-Meier-Kurve, pog-rank=0,708). Die entsprechende Kaplan-Meier-Kurve ist
in Abb. 31 dargestellt.

Anhand des o0.g. Schwellenwertes war in der Gruppe der Plattenepithelkarzinome kein
statistisch  signifikanter Zusammenhang zwischen Uberlebenszeit und TTF-1 Status
nachweisbar (Kaplan-Meier-Kurve, pog-rank=0,579). Die entsprechende Kaplan-Meier-Kurve ist
in Abb. 32 dargestellt.

Anhand des 0.g. Schwellenwertes war in der Gruppe der pulmonalen Metastasen colorektaler
Adenokarzinome kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Uberlebenszeit und
TTF-1 Status nachweishar (Kaplan-Meier-Kurve, piqg.rank=0,025). Der Umfang der Gruppe
(n=4) war zu klein, um eine statistische Signifikanz zu belegen. Die entsprechende Kaplan-
Meier-Kurve ist in Abb. 33 dargestellt.
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Abbildung 30: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelationsanalyse zwischen Uberlebenszeit und TTF-1 positiven bzw.
negativen PCR-Resultaten (Schwellenwert 300,14) fiir azindre pulmonale Adenokarzinome.
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Abbildung 31: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelationsanalyse zwischen Uberlebenszeit und TTF-1 positiven bzw.
negativen PCR-Resultaten (Schwellenwert 300,14) fiir solide pulmonale Adenokarzinome.
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Abbildung 32: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelationsanalyse zwischen Uberlebenszeit und TTF-1 positiven bzw.
negativen PCR-Resultaten (Schwellenwert 300,14) fiir pulmonale Plattenepithelkarzinome.
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Abbildung 33: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelationsanalyse zwischen Uberlebenszeit und TTF-1 positiven bzw.
negativen PCR-Resultaten (Schwellenwert 300,14) fiir pulmonale Metastasen eines colorektalen
Adenokarzinom.

4.14.2. A AC+ -Schwellenwert azinarer pulmonaler Adenokarzinome (Schwellenwert
238,25)

Mittels des A AC; -Schwellenwert von 238,25 konnte in der Gruppe der azinéren
Adenokarzinome ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Uberlebenszeit und
TTF-1 Status ermittelt werden (Kaplan-Meier-Kurve, piog-rank=0,003). Die entsprechende
Kaplan-Meier-Kurve ist in Abb. 34 dargestellt.

Anhand des 0.9. Schwellenwertes war in der Gruppe der pulmonalen Metastasen colorektaler
Adenokarzinome kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Uberlebenszeit und
TTF-1 Status nachweisbar (Kaplan-Meier-Kurve, ppogrank=0,061). Die entsprechende Kaplan-
Meier-Kurve ist in Abb. 35 dargestellt.
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Abbildung 34: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelationsanalyse zwischen Uberlebenszeit und TTF-1 positiven bzw.
negativen PCR-Resultaten (Schwellenwert 238,25) fiir azindre pulmonale Adenokarzinome.
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Abbildung 35: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelationsanalyse zwischen Uberlebenszeit und TTF-1 positiven bzw.
negativen PCR-Resultaten (Schwellenwert 238,25) fiir pulmonale Metastasen eines colorektalen
Adenokarzinoms.

4.14.3. A ACt-Schwellenwert solider pulmonaler Adenokarzinome (Schwellenwert
825,75)

Mittels des A AC; -Schwellenwert von 825,75 konnte in der Gruppe der soliden
Adenokarzinome kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Uberlebenszeit und
TTF-1 Status ermittelt werden (Kaplan-Meier-Kurve, piog-rank=0,384). Die entsprechende
Kaplan-Meier-Kurve ist in Abb. 36 dargestellt.

Anhand des o0.g. Schwellenwertes war in der Gruppe der Plattenepithelkarzinome kein
statistisch  signifikanter Zusammenhang zwischen Uberlebenszeit und TTF-1 Status
nachweisbar (Kaplan-Meier-Kurve, po4-rank=0,461). Die entsprechende Kaplan-Meier-Kurve ist
in Abb. 37 dargestellt.
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Abbildung 36: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelationsanalyse zwischen Uberlebenszeit und TTF-1 positiven bzw.
negativen PCR-Resultaten (Schwellenwert 825,75) fiir solide pulmonale Adenokarzinome.
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Abbildung 37: Kaplan-Meier-Kurve zur Korrelationsanalyse zwischen Uberlebenszeit und TTF-1 positiven bzw.
negativen PCR-Resultaten (Schwellenwert 825,75) fiir pulmonale Plattenepithelkarzinome.
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4.15. Zusammenhang TTF-1 mRNA und Protein

4.15.1. Azinare und solide pulmonale Adenokarzinome

Bei Anwendung des Schwellenwertes der pulmonalen azindren und soliden Adenokarzinome
(300,14) korrelierten die mittels gRT-PCR erhaltenen TTF-1 mRNA Resultate signifikant mit
den immunhistologischen Ergebnissen des TTF-1 Protein (Spearman-Rank-
Korrelationskoeffizient, p=0,000, rs=0,493). Dabei handelte es sich nach Cohen (Cohen 1992)

um einen mittleren Effekt.

4.15.2. Azinare pulmonale Adenokarzinome

Bei Anwendung des Schwellenwertes der azindren Adenokarzinome (238,25) korrelierten die
mittels gRT-PCR erhaltenen TTF-1 mRNA Resultate signifikant mit den immunhistologischen
Ergebnissen des TTF-1 Protein (Spearman-Rank-Korrelationskoeffizient, p=0,001, rs=0,45).
Dabei handelte es sich nach Cohen (Cohen 1992) um einen mittleren Effekt.

4.15.3. Solide pulmonale Adenokarzinome

Bei Anwendung des Schwellenwertes der soliden Adenokarzinome (825,75) korrelierten die
mittels gRT-PCR erhaltenen TTF-1 mRNA Resultate signifikant mit den immunhistologischen
Ergebnissen des TTF-1 Protein (Spearman-Rank-Korrelationskoeffizient, p=0,000, rs=0,546).
Dabei handelte es sich nach Cohen (Cohen 1992) um einen starken Effekt.
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4.16. Korrelationsanalyse zwischen klinischen und histopathologischen Parametern

Tabelle 8: Ubersicht der Korrelationsanalysen klinisch-histopathologischer Parameter (Azinire pulmonale
Adenokarzinome= Azindre AD; Solide pulmonale Adenokarzinome= Solide AD; Pulmonale
Plattenepithelkarzinome= SQCC; Pulmonale Metastasen eines colorektalen Karzinoms=pCRC).

Parameter Azindre AD Solide AD Nelee pCRC

p-Value  P-Value  p-Value  p-Value
Tumorstadium-Geschlecht 0,286 0,432 0,288 -

Tumorstadium-Immunbhistologie

Pos./neg. 0,025 0,112 - -
Semiquantitativ 0,137 0,099 - -
Geschlecht-lImmunbhistologie 0,603 0,412 - -

Uberleben-Tumorstadium -
Log-Rank 0,014 0,038 0,286 -

Uberleben-Immunhistologie
(TTF-1 pos., neg.)
Log-Rank 0,524 0,453 - -

Uberleben-Geschlecht
Log-Rank 0,917 0,143 0,447 0,97

AAC;-Werte-Tumorstadium

C; -Schwellenwert 300,14 0,03 0,077 0,02 -
C; -Schwellenwert 238,25(AC/CRC) 0,005 - - -
C; -Schwellenwert 825,75(SOL/SQCC) 0,195 - 0,082 -

AA(C; -Werte-Geschlecht

C; -Schwellenwert 300,14 1 0,526 1 0,612
C; -Schwellenwert 238,25(AC/CRC) 1 - - 0,103
C; -Schwellenwert 825,75(SOL/SQCC) - 0,387 1 -

AAC;-Werte-Uberleben
C;-Schwellenwert 300,14
Log-Rank 0,017 0,708 0,579 0,025

Cr-Schwellenwert 238,25(AC/pCRC)
Log-Rank 0,003 - - 0,061

C;-Schwellenwert 825,75(SOL/SQCC)
Log-Rank - 0,384 0,461 -
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5. Diskussion

Vor der 2004 erschienen WHO-Klassifikation fur maligne Erkrankungen der Lunge, gab es fur
die unterschiedlichen histologischen Subgruppen der Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome
(NSCLC) keine verbindlichen therapeutischen Konsequenzen. Damals wurde lediglich
zwischen Kleinzelligen und Nicht-kleinzelligen Karzinomen der Lunge unterschieden. Da keine
therapeutischen Konsequenzen bestanden, wurden Adenokarzinome und
Plattenepithelkarzinome in der Gruppe der NSCLC ohne weitere histologische Typisierung

vorzunehmen, zusammengelegt. (Travis et al. 2015)

Das Vorhandensein von neuen Therapieoptionen mit unterschiedlichen Ansprechraten und
damit einhergehender Toxizitat fiir die verschiedenen histologischen Subgruppen, zeigt
insbesondere bei den NSCLC die Wichtigkeit zur Bestimmung der Untergruppen. Die
bisherigen Ergebnisse sind im Vergleich zum Fortschritt anderer onkologischer
Erkrankungsentitdten bisweilen ernichternd. Da die meisten fortgeschrittenen NSCLC
inoperabel sind, muss die Diagnose anhand der Biopsie gestellt werden. Dies stellt insbesondere
in der Praxis eine Herausforderung dar, da der Umfang des Gewebes und die Anzahl der
Tumorzellen stark limitiert sein kdnnen. Zur bendtigten prézisen histologischen Subtypisierung
eines NSCLC und der bestmdglichen genetischen Analyse fehlt nicht selten ausreichendes
Tumormaterial. Um dennoch zum Ziel zu kommen, wird eine standardisierte Handhabung des
raren Gewebes angestrebt. Sollte im ersten Schritt die Subtypisierung mittels Lichtmikroskopie
nicht erfolgreich sein, folgen gewohnlich eine Muzin-Férbung und die Immunhistologie. Es
werden verschiedene Antikérper genutzt, um zuverldssig zwischen Adenokarzinom und
Plattenepithelkarzinom zu unterscheiden. Dabei muss darauf geachtet werden, die
bestmoéglichen Markerkombinationen auszuwahlen, um mdglichst wenig Tumorgewebe zu

verbrauchen.

Primdre Karzinome von metastasierten Karzinomen unbekannten Ursprungs, sowie von
schlecht-differenzierten Karzinomen zu unterscheiden, stellt ein h&ufiges Problem in der
klinischen und pathologischen Praxis dar. Aufgrund des kostbaren Gewebes besteht die
Intention zur korrekten Diagnose inklusive Therapieempfehlung durch eine materialschonende

Kombination aus Morphologie, Immunhistologie und molekularer Marker zu gelangen.

Trotz des hdufig gering verfligbaren Gewebes muss die morphologische und prédiktive
Klassifizierung der NSCLC mittels verbesserter Detektionsraten effektiver vorgenommen
werden, um eine zuverlassige, Personen-spezifische Therapie zu gewdhrleisten und die
Prognose des Patienten weiter zu verbessern. Dazu miissen die bisher verwendeten Methoden an

Prazision und Geschwindigkeit gewinnen, aber vor allem technische Innovationen bzw.
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alternative Techniken zur Lésung praktischer Probleme in der Routinediagnostik etabliert

werden.

Die quantitative Detektion geeigneter Tumormarker stellt einen der mdéglichen Ansétze zur
Losung dieses Problems dar. Im Folgenden soll einer dieser vielversprechenden Marker, der
thyroidale Transkriptionsfaktor 1 (TTF-1), der bereits heute einen hohen Stellenwert in der
Routinediagnostik einnimmt, weiter untersucht werden. Das Konzept dahinter ist, dass
Transkriptionsfaktoren, wie TTF-1, die durch Interaktion der gewebespezifischen
Genexpression, mit einem weitreichenden Netzwerk an Wachstumsmodifikationen und
Zelldifferenzierungen  assoziiert sind und somit als geeignetes Werkzeug zur
molekularbiologischen Analyse der Zelle und zur Diagnostik genutzt werden kénnen.

Der Transkriptionsfaktor TTF-1 wird hauptséchlich in Schilddriise, Lunge und dem zentralen
Nervensystem immunhistologisch nachgewiesen und stellt einen der am meisten genutzten
immunhistologischen Marker dar. Seine diagnostische Wichtigkeit liegt in der Tatsache
begrlindet, dass er kaum auf3erhalb von Lunge und Schilddriise anzufinden ist. Daher gilt TTF-1
in der Routinediagnostik als einer der zuverldssigsten Marker zur Diagnosefindung zwischen
primaren pulmonalen Adenokarzinomen und pulmonalen Metastasen oder zur Identifikation

eines Schilddriisenkarzinoms. (Ao et al. 2014)

Die immunhistologische Expression von TTF-1 ist in den verschiedenen histologischen
Untergruppen der Lungenkarzinome unterschiedlich: in Adenokarzinomen und Kleinzelligen
Lungenkarzinomen ist die Expression stark, dagegen ist sie in Grof3zelligen Lungenkarzinomen
oder Plattenepithelkarzinomen entweder niedrig oder nicht vorhanden. Auflerdem kann TTF-1
zur  Unterscheidung  zwischen  malignen  Pleuramesotheliomen und  pulmonalen
Adenokarzinomen genutzt werden. Trotz TTF-1 Positivitét in einem Grol3teil der Kleinzelligen
Lungenkarzinome, ist TTF-1 kein spezifischer Marker fur Kleinzeller, da auch Kleinzellige
Karzinome anderer Lokalisation haufig positiv auf TTF-1 reagieren. (Boggaram 2009; Yang et
al. 2012)

TTF-1 kann auf Proteinebene durch immunhistologische Untersuchungen im Korper des
Menschen in bisher unbekanntem MaRe nachgewiesen werden und beschrénkt sich nicht nur auf
die Hauptwirkungsorte Lunge und Schilddrise. In selteneren Fallen lasst sich TTF-1 auch in
extrapulmonalen und -thyroidalen Lokalisation nachweisen: 1-4,8% der extrapulmonalen
Adenokarzinome sind TTF-1 positiv. (Bejarano et al. 1996) Dabei stehen die
gastroenterlogischen und gynékologischen Karzinome, als immunhistologische Nachweisorte
von TTF-1, neben verschiedenen anderen Organsystemen im menschlichen Korper, besonders

im Fokus.
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Gynékologische Neoplasien mit TTF-1 positiven immunhistologischen Resultaten lassen sich
vor allem in Mammakarzinomen und Adenokarzinomen von Endometrium, Ovar und Cervix
nachweisen. (Hecht et al. 2001; Niu et al. 2009) Es wird geschétzt, dass zwischen 2,4% und
2,8% der primaren Mammakarzinome TTF-1 schwach oder fokal exprimieren. (Klingen et al.
2013; Robens et al. 2010) Bei den endometrioiden Adenokarzinomen erfolgt die TTF-1
Expression in allen histologischen Untergruppen mit einer Haufigkeit zwischen 2 und 11%.
(Ervine et al. 2014; Lau et al. 2006)

In immunhistologischen Untersuchungen des Gastrointestinaltrakts lassen sich TTF-1 positive
Adenokarzinome des Osophagus, Magens, Colorektums und der Gallenblase/Gallenginge
nachweisen. (Aulakh et al. 2013; Pegolo et al. 2014; Penman et al. 2006) In 10% der
colorektalen Metastasen bzw. in 5% der primaren Adenokarzinome wird ein fokal nukl&rer
Nachweis von TTF-1 erbracht. (Compérat et al. 2005; Mazziotta et al. 2005; Penman et al.
2006) Priméare Gallengangskarzinome, wie auch deren Metastasen, sind in der Lage in seltenen
Fallen TTF-1 und Napsin A zu exprimieren. Adenokarzinome der extrahepatischen Gallengéange
sind in bis zu 13,3% der Félle TTF-1 und Napsin A positiv. (Lino-Silva et al. 2016)

Weitere Neoplasien, die in seltenen Féllen immunhistologisch TTF-1 positiv sein kdnnen, sind
das Nephroblastom, Ependymom und muzindse Adenokarzinom der Prostata mit einer
Haufigkeit von 16,6%, 7,4% und 6,9%. (Bisceglia et al. 2009; Zamecnik et al. 2004; Leite et al.
2008) Dagegen stellt die TTF-1 Expression in extrapulmonalen Klein- und Grof3zelligen
neuroendokrinen Karzinomen, wie z.B. in Prostata und Harnblase, eher keine Besonderheit dar.
(Jones et al. 2005; Wang and Epstein 2008)

Der TTF-1 Antikorper férbt charakteristisch die Kerne von Tumorzellen aus Lunge und
Schilddrise. (Holzinger et al. 1996) Abhangig vom verwendeten AntikOrper sind auch
zytoplasmatische Anfarbungen von TTF-1 in den verschiedensten Neoplasien beobachtet
worden. Neben Adenokarzinomen von Lunge, Brust und Pankreas, sind zytoplasmatische TTF-
1 Nachweise in Meningeomen, onkozytischen Schilddriisentumoren, muzinésen Karzinomen
des Ovars und Plattenepithelkarzinomen von Lunge, Kopf-Hals und Cervix mdglich. (Bejarano
and Mousavi 2003; Wieczorek et al. 2002; Kaufmann and Dietel 2000a; Kaufmann and Dietel
2000b; Hecht et al. 2001) Die positive zytoplasmatische TTF-1 Anfarbbarkeit in Lebergewebe
spricht zwar fur ein primdres oder metastasiertes HCC, sollte aber nur im Kontext von
histologischer Morphologie und immunhistologischen Resultaten interpretiert werden, da TTF-1
kein spezifischer Marker fir ein HCC ist. (Lei et al. 2006)

Der immunhistologische Nachweis von TTF-1 gelingt in zahlreichen Organsystemen des
menschlichen Koérpers und ist nicht nur auf Tumore beschrénkt die in Lunge oder Schilddriise

entstehen. In  anderen  Tumorlokalisationen wie dem weiblichen Genitaltrakt,
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Gastrointestinaltrakt, ZNS und der Brust sind positive Resultate erwiesenermalRen moglich. Da
verschiedene TTF-1 Klone mit unterschiedlicher Sensitivitdt und Spezifitat zur Verfugung
stehen, missen kleine Gewebebiopsien mit fokaler Anfarbbarkeit fir TTF-1 mit Bedacht
ausgewertet werden. Trotz seiner hohen Spezifitat bei der Diagnosefindung zwischen priméren
pulmonalen Adenokarzinomen und extrathyroidalen Metastasen, sollten die oben genannten
Neoplasien differentialdiagnostisch einbezogen werden und im Kontext der restlichen

Tumormarker, der histologischen Morphologie und Krankengeschichte evaluiert werden.

Ungeachtet der vielen ungewdhnlichen Lokalisationen immunhistologisch nachweisbarer TTF-1
Epitope, gibt es nur wenige Studien die sich der Untersuchung von TTF-1 mRNA an
extrapulmonalen Schaupldtzen widmen. Die dbrigen vorhandenen Studien untersuchen

groRtenteils pulmonale Neoplasien.

Die Fistelgdnge von tracheodsophagealen Fisteln stellen vom Respirationstrakt abgeleitete
Strukturen dar, die nachweislich TTF-1 mRNA exprimieren. (Crisera et al. 2000) Aul3erdem
lasst sich mittels FISH-Untersuchung TTF-1 mRNA im Hyphysenvorderlappen nachweisen und
ein Zusammenhang zu Growth Hormon und Prolactin herstellen. (Lee et al. 2007) In gutartigen
Schilddrusentumoren zeigen TTF-1 mRNA-Level im Vergleich zum gesunden Gewebe keine
Verénderungen. Dagegen ist in differenzierten Schilddrisenkarzinomen ein geringfligiger
Abfall, in einer anderen Studie keine Verdnderung der TTF-1 Expression zu beobachten.
(Batista et al. 2016; Lacroix et al. 2006)

An NSCLC-Patientenproben durchgefiihrte Real-time RT-PCR Untersuchungen auf TTF-1
MRNA im peripheren Blut zur Detektion zirkulierender Tumorzellen zeigen eine Sensitivitat
von 35,3%. In einem Panel bestehend aus Survivin, hTERT, CK7 und TTF-1 wird eine
Sensitivitat von 82,4% erreicht. In Kombination mit den restlichen Markern stellt TTF-1 mMRNA
ein mogliches Hilfsmittel zum Nachweis weniger Tumorzellen dar. AufRerdem werden hohe
Expressionsraten der Marker mit Fernmetastasen und Krankheitsprogression assoziiert.
(Yu 2013) In Serumproben von Patienten mit NSCLC ist die TTF-1 Expression, im Vergleich
zum gesunden Blutserum, signifikant erhéht. Hohe TTF-1 mRNA Expressionsraten sind mit
geringer Differenzierung, fortgeschrittenem TNM-Stadium, positiven Lymphknotenmetastasen
und verkirztem Gesamtiberleben assoziiert. Man vermutet, dass TTF-1 mRNA-Level ein
Indikator fir Tumoragressivitat in NSCLC sind. (Liu et al. 2015)

Zur Diagnose von Lungenkrebs und um zwischen primdren pulmonalen Adenokarzinomen und
pulmonal metastasierten Adenokarzinomen zu unterscheiden, sind die Zellen aus
Pleuraerglissen im RT-PCR Analyseverfahren auf TTF-1 mRNA untersucht worden. In
Pleuraergiissen von Patienten mit Lungenkrebs zeigt sich eine signifikant héhere TTF-1 mRNA

Expression als in gutartigen Lungenerkrankungen. In den Untergruppen ist die TTF-1 mRNA
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Expression in primdren pulmonalen Adenokarzinomen groéRer, als in primdren
Plattenepithelkarzinomen und pulmonal metastasierten Adenokarzinomen. Priméare pulmonale
Adenokarzinome werden mit einer Sensitivitdt von 93% und einer Spezifitdt von 100%
diagnostiziert. (Jiang et al. 2008)

Der Einsatz von TTF-1 mRNA als weiteres molekularpathologisches Instrument zur Diagnose
und gegebenenfalls Therapieentscheidung kann in NSCLC sowie extrapulmonalen
Lokalisationen scheinbar verlassliche Resultate erzielen. Trotz spektakuldrer Erfolge im Bereich
der Onkologie durch konsequente Erweiterung des Methodenspektrums, scheint die Kenntnis
Uber Labor-individuelle Schwellenwerte ("cut-off-Werte™) und ein erhohter Kostenaufwand die
flachendeckende Etablierung dieser Technik bisher zu behindern.

TTF-1 stellt einen sensitiven als auch hochspezifischen Marker zur Diagnose von pulmonalen
Adenokarzinomen und Schilddrisenkarzinomen dar. (Boggaram 2009) In pulmonalen
Adenokarzinomen wird TTF-1 Protein in 62,5-90% der Félle exprimiert. (Myong 2003;
Moldvay et al. 2004) In der Routinediagnostik gibt es allerdings immer wieder Probleme bei der
Differenzialdiagnose von TTF-1 negativen Féllen.

In dieser Studie wurde die relative Quantifizierung mittels gqRT-PCR von TTF-1 mRNA in
azindren und soliden pulmonalen Adenokarzinomen, pulmonalen Plattenepithelkarzinomen und
pulmonalen Metastasen colorektaler Adenokarzinome an FFPE-Material von Lungenresektaten
durchgefuhrt. Ziel ist es, festzustellen, ob sich die gRT-PCR in Abhéngigkeit unterschiedlicher
Schwellenwerte zur Differenzierung zwischen priméren azindren und soliden pulmonalen
Adenokarzinomen, sowie Nicht-Adenokarzinomen eignet und ob eine Steigerung der
Sensitivitat gegenuber der Immunhistologie erreicht werden kann. Um einen Vergleich zur
Routinediagnostik tblichen Immunhistologie herstellen zu kdnnen, wurden sdmtliche Gruppen
zusétzlich immunhistologisch auf TTF-1 untersucht. Abh&ngig vom Differenzierungsgrad
zeigen die unterschiedlichen Subgruppen der Adenokarzinome nicht nur stark unterschiedliche
5-Jahres-Uberlebensraten, sondern auch unterschiedliche TTF-1 Proteinexpression. Um diesen
Ergebnissen nachzugehen und zu untersuchen, ob sich Zusammenhdnge auf mRNA-Ebene
herstellen lassen, fiihrten wir die folgende Studie durch. (Sterlacci et al. 2012; Warth et al.
2013)
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5.1. Klinisch-pathologische Eigenschaften

5.1.1. Auswahl der Gewebeproben

Wir untersuchten 199 Gewebeproben aus Lungenresektaten von 191 Patienten. Dabei wurde
zwischen 51  azindren pulmonalen  Adenokarzinomen, 50 soliden pulmonalen
Adenokarzinomen, 49 pulmonalen Plattenepithelkarzinomen und 49 pulmonalen Metastasen bei
colorektalem Adenokarzinom unterschieden. Da es sich in dieser Studie ausschlieBlich um
untersuchte Lungenresektate handelt, mussen die Klinisch-pathologischen Eigenschaften in
diesem Zusammenhang betrachtet werden.

5.1.2. Geschlechtsverteilung

Weltweit werden 85% der Lungenkarzinome bei Mannern und 47% der Lungenkarzinome bei
Frauen durch Tabakrauchen verursacht. (Parkin et al. 2005) Obwohl Rauchen prinzipiell mit
allen Lungenkarzinomen assoziiert ist, werden insbesondere Kleinzellige Karzinome und

Plattenepithelkarzinome der Lunge mit Rauchen in Verbindungen gebracht. (Travis et al. 2015)

Die Geschlechtsverteilung  (82% mannlich, 18% weiblich) der pulmonalen
Plattenepithelkarzinome in dieser randomisierten Studie unterlegt eindrucksvoll, dass auch

heute noch ein GroRteil der Raucher ménnlich sind.

Dagegen besteht in Adenokarzinomen der Lunge eine ausgewogene Geschlechtsverteilung.
(Brownson et al. 1992) In dieser Studie ist die Geschlechtsverteilung in den azinéren (52,9%
mannlich, 47,1% weiblich) und soliden (58% maénnlich, 42% weiblich) pulmonalen
Adenokarzinomen, sowie pulmonalen Metastasen colorektaler Adenokarzinome (46,9%
mannlich, 53,1% weiblich) nahezu ausgeglichen. Allerdings bleibt in colorektalen Karzinomen
und dessen Metastasen die Geschlechtsverteilung und dessen Rolle in der Tumorgenese bisher
unklar. (Amersi et al. 2005)

5.1.3. Erkrankungsalter

Laut Statistischem Bundesamt liegt das durchschnittliche Sterbealter bei Ménnern fir
Lungenkrebs bei 70,9 Jahren in Deutschland. (Statistisches Bundesamt 2013) Ein Grofteil der
malignen Erkrankungen der Lunge ereignen sich zwischen dem 65. und 79. Lebensjahr. (Brown

et al. 1996; Smith and Glynn 2000) In Studien zur Untersuchung des Erkrankungsalters, die
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ebenfalls Lungenresektate verwendeten, zeigte sich ein medianes Erkrankungsalter zwischen
dem 60,5. und 67. Lebensalter. (Barletta et al. 2009; Sterlacci et al. 2012; Lee et al. 2013)

In der voliegenden Studie liegt das mediane Lebensalter zum Zeitpunkt der histopathologischen
Diagnose aller Patienten bei 63 Jahren. Es besteht kein signifikanter Unterschied des Alters
zwischen Adenokarzinomen und Nicht-Adenokarzinomen in dieser Studie. Azindre und solide
pulmonale Adenokarzinome sind mit einem medianen Lebensalter von 62 Jahren bzw. 62,5
Jahren geringfigig jlinger als die Gesamtkohorte. Pulmonale Metastasen weisen mit 59 Jahren
medianen Lebensalter einen deutlichen Unterschied zur Gesamtkohorte auf. Ebenso die
pulmonalen Plattenepithelkarzinome, die mit jeweils 67 Jahren ein stark erhdhtes medianes
Lebensalter im Vergleich zur Gesamtkohorte haben. Die Altersdaten entsprechen weitestgehend
der Studienlage. Allerdings sollte berticksichtigt werden, dass chirurgische Lungenresektionen
eines Bronchialkarzinoms grotenteils nur bis zum IASLC Stadium Illa vorgenommen werden.

Patienten in dieser Kohorte sind meist jinger und in einer besseren klinischen Verfassung.

5.1.4. Tumorstadium anhand der IASLC-Kriterien

Laut einer Studie des Cancer Research UK von 2003-2006 war die Verteilung der 1IASLC-
Stadien von 4013 gestagten Patienten mit Bronchialkarzinom folgende: Stadium 1, 14,5%;
Stadium 11, 7,3%; Stadium 111, 31,8%; Stadium IV, 35,8%; nicht gestagt 10,6%. (The National
Cancer Registration Service UK 2007) Die Verteilung macht deutlich, dass auch heute noch ein
GroRteil der Patienten zum Diagnosezeitpunkt ein weit fortgeschrittenes Tumorleiden

aufweisen.

In unserer Studie erfolgt die Verteilung des pathologischen Tumorstadiums nach den aktuellen
Richtlinien der IASLC-KIassifikation. Danach befinden sich in der Gesamtkohorte im Stadium
IA 18,3%, Stadium 1B 20,4%, Stadium IIA 14,1%, Stadium IIB 8,5%, Stadium IlIA, 26,8%,
Stadium 11IB 4,2% und Stadium IV 7,7%. Die pulmonalen Metastasen bei colorektalem
Adenokarzinome kdnnen nach den UICC-Kriterien der colorektalen Adenokarzinome gestagt
werden und haben ausschlief3lich Stadium IV (100%).

Operative Lungenresektionen finden formal ausschlieBlich bis Stadium Illa statt, daher befindet
sich der Grof3teil der Patienten im Stadium I-Illa (88,1%). Die restlichen Patienten konnten
durch klinisch-radiologische Untersuchungen nicht eindeutig Klassifiziert werden und wurden
postoperativ einem hoheren Stadium zugeordnet oder erhielten eine neoadjuvante

Chemotherapie mit anschlieRender chirurgischer Intervention (11,9%). Azindre pulmonale
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Adenokarzinome und pulmonale Plattenepithelkarzinome unterscheiden sich statistisch
signifikant bezuglich der Stadienverteilung (p = 0,007). Wéhrend pulmonale Adenokarzinome
ein eher langsames Wachstum und Metastasierungsverhalten aufweisen, stellen sich pulmonale
Plattenepithelkarzinome eher in fortgeschrittenen Stadien zum Diagnosezeitpunkt dar. Die
Stadienverteilung der schlecht-differenzierten soliden Adenokarzinome befindet sich zwischen
den genannten Gruppen.

Die Untersuchung von chirurgisch resezierten Gewebeproben lasst das falsche Bild entstehen,
dass ein Grofteil der Patienten in Anfangsstadien des Tumorleidens diagnostiziert werden.

Noch immer sind zum Diagnosezeitpunkt die Mehrheit der Patienten bereits inoperabel.

5.1.5. Uberleben

Das Subtypisieren in Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen hat prognostische Aussagekraft.
Generell haben pradominante lepidisch pulmonale Adenokarzinome die beste Prognose, gefolgt
von azindren, papillaren, soliden und schlieflich mikropapillar  pradominanten
Adenokarzinomen. (Warth et al. 2013) Die Ergebnisse aus 371 untersuchten Lungenresektaten
aus Patienten mit NSCLC zeigen beziglich des medianen Uberlebens: lepidische AD (72,5
Monate), azinare AD (71 Monate), Plattenepithelkarzinome (59,3 Monate), papillare AD (42,2
Monate), mikropapillare AD (41,6 Monate), solide AD (34,3 Monate), muzinése AD (8,1
Monate). (Sterlacci et al. 2012) Ahnliche Unterschiede im medianen Uberleben zwischen
azinaren und soliden pulmonalen Adenokarzinomen kdénnen in weiteren Studien bestatigt
werden: azinar (65,5 Monate), mikropapillar (27 Monate), solid (23,9 Monate), papillar (14
Monate). (Russell et al. 2013) In einer anderen Studie présentieren sich die 5-Jahres-
Uberlebensraten von papilliren Adenokarzinomen mit 71%, gefolgt wvon azinaren
Adenokarzinomen mit 68%, soliden Adenokarzinomen mit Muzinproduktion mit 39% und

mikropapillaren Adenokarzinomen mit 38%. (Russell et al. 2011)

In der voliegenden Studie stellt sich das mediane Uberleben aller histologischen Gruppen mit 52
Monaten dar. Die colorektalen Adenokarzinome haben zum Diagnosezeitpunkt der pulmonalen
Metastasten noch ein medianes Uberleben von 61 Monaten, eine 5-Jahres-Uberlebensrate von
53,1% und zeigen damit das lingste Uberleben. Die aziniren pulmonalen Adenokarzinome
haben die zweitbeste Prognose mit einem medianen Uberleben von 55 Monaten und einer 5-
Jahres-Uberlebensrate von 47,1%, gefolgt von den soliden pulmonalen Adenokarzinomen mit
54,5 Monaten und 46% und letztens den pulmonalen Plattenepithelkarzinomen mit 38 Monaten
und 22,4%. Plattenepithelkarzinome und pulmonale Metastasen unterscheiden sich statistisch

signifikant beztglich der Uberlebenszeit (p = 0,002).
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Die Ergebnisse unserer Studie sind nur bedingt mit der derzeitigen Studienlage vereinbar.
Azindre Adenokarzinome zeigen in unserer Studie innerhalb der NSCLC die beste Prognose,
bleiben allerdings vom medianen Uberleben vergleichbarer Studien weit entfernt. Im Vergleich
zur Studienlage présentieren sich die soliden Adenokarzinome mit einem deutlich besseren
medianen Uberleben. Der entscheidendste Faktor fiir die Patientenprognose stellt das
Tumorstadium dar. (Warth et al. 2013) Bei den azindren Adenokarzinomen befinden sich 19,6%
der Patienten, bei den soliden Adenokarzinomen 8% im IASLC Stadium I1lb und IV. Aufgrund
des fortgeschrittenen Tumorleidens fast jedes 5. Patienten in der Gruppe der azinéren
Adenokarzinome, ist das mediane Uberleben reduziert. Die soliden Adenokarzinome
prasentieren sich groBtenteils in den Anfangsstadien und zeigen daher ein besseres medianes
Uberleben. In der Gruppe der pulmonalen Plattenepithelkarzinome sind zwar nur 8,1% der
Patienten in den IASLC-Stadien Illb und IV, allerdings 40,8% im Stadium Illa. Im IASLC-
Stadium Illa ist auf Grund der fortgeschrittenen Tumorausdehnung eine deutlich erweiterte
Behandlungsplanung nétig, die sich auch in einem verringerten medianen Uberleben

widerspiegelt.

91



5.2. Immunhistologie

Im Rahmen der Untersuchungen zum  Zusammenhang zwischen  Uberleben,
Differenzierungsgrad und TTF-1 Proteinexpression in pulmonalen Adenokarzinomen zeigt sich,
dass die Abnahme des Differenzierungsgrades mit dem TTF-1 Expressionsverlust korreliert.
(Sterlacci et al. 2012) Die immunhistologische TTF-1 Anfarbbarkeit ist statistisch signifikant
hoher in moderat-differenzierten azindren Adenokarzinomen, als im gesunden Gewebe.
Demgegentiber unterscheidet sich die TTF-1 Expression in gering-differenzierten soliden
Adenokarzinomen nicht zum gesunden Gewebe. Die niedrigere TTF-1 Expression korreliert mit
dem niedrigen Differenzierungsgrad und geht mit einem aggressiveren Tumorverhalten einher.
(Sousa et al. 2015)

Azindre und solide pulmonale Adenokarzinome stellen nicht nur reprasentativ unterschiedliche
Differenzierungsgrade, sondern  auch die  hdufigsten Histoarchitekturen in
Lungenadenokarzinomen dar. (Warth et al. 2012)

Die immunhistologische Auswertung von TTF-1 in dieser Studie zeigt unter azindren
Adenokarzinomen 35,3% negativ, 37,3% schwach und 27,4% stark positiv, wéahrend bei den
soliden Adenokarzinomen 40% negativ, 48% schwach und 12% stark positiv sind.
Plattenepithelkarzinome und pulmonale Metastasen reagieren ausschlieBlich TTF-1 negativ, ein
Indiz fir die hohe Spezifitdit des gewdéhlten TTF-1 Klons. Eine statistisch signifikante
Unterscheidung zwischen Adenokarzinomen und Nicht-Adenokarzinomen der Lunge kann
beziiglich der immunhistologischen Resultate bewiesen werden (p=0,000). Obwohl die
moderat-differenzierten azinaren Adenokarzinome im Vergleich zu den schlechter
differenzierten soliden Adenokarzinomen quantitativ als auch qualitativ starker TTF-1
reagieren, kann keine statistische Signifikanz zwischen beiden nachgewiesen werden (p=0,684).
Diese Ergebnisse stehen im Konfikt der kirzlich vertffentlichten Literatur. (Sterlacci et al.
2012; Warth et al. 2013) Unsere Ergebnisse spiegeln Yatabe's Vermutungen zur TTF-1
Expression wider, wonach sich die TTF-1 Expression in pulmonalen Adenokarzinomen
unterschiedlicher Differenzierungsgrade nicht unterscheidet. (Yatabe et al. 2002) Der semi-
guantitative immunhistologische Vergleich der TTF-1 Expression in moderat-differenzierten
azindren pulmonalen Adenokarzinomen und schlecht-differenzierten soliden pulmonalen

Adenokarzinomen ist in diesem Umfange unseres Wissens so noch nicht erfolgt.

Die Anwendung verschiedener Antikorper kann zu unterschiedlichen Resultaten fihren. Zur
immunhistologischen Untersuchung von TTF-1 sind derzeit zwei zuverldssige kommerziell
erwerbbare Klone von monoklonalen Antikdrpern, 8G7G1/1 und SPT24, im Handel. SPT24 hat
eine hohe Sensitivitat, wahrend 8G7G1/1 eine bessere Spezifitat aufweist. Die Abhéngigkeit der
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Resultate vom verwendeten TTF-1 Klon macht eine Interpretation von Resultaten mit
unterschiedlichen Klonen zwischen verschiedenen Laboren schwierig. Wir nutzten zum
Nachweis von TTF-1 den 8G7G1/1 Klon. Der Klon entsteht durch den Gebrauch von
rekombinanter Ratten-TTF-1 als Immunogen, da sich TTF-1 zwischen Mensch und Ratte in
98% Homologie tbereinstimmen. Dieser Umstand kann allerdings zu Cross-Reaktionen mit
mitochondrialen Proteinen, wie in Hepatozyten nachweisbar, fuhren und muss bei der
gewissenhaften Beurteilung der Resultate stets beachtet werden. (Ni et al. 2014; Surrey et al.
2014; Klingen et al. 2013; Compérat et al. 2005; Bisceglia et al. 2009)
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5.3. gRT-PCR

Die Untersuchung der TTF-1 mRNA durch qRT-PCR zeigt folgende A A Cr -Ergebnisse: die
azinaren pulmonalen Adenokarzinome zeigen die hdchste Expression auf mRNA Ebene mit
einem Median von 1339,06, gefolgt von den soliden pulmonalen Adenokarzinomen mit
1083,38. Deutlich niedrigere A A C; -Werte haben die pulmonalen Metastasen colorektaler
Adenokarzinome mit 78,25 und die pulmonalen Plattenepithelkarzinome mit 73,21. Damit
gelingt der Nachweis von TTF-1 mRNA in pulmonalen Metastasen sowie pulmonalen
Plattenepithelkarzinomen. Die A AC; -Werte lassen sich zwischen pulmonalen
Adenokarinomen und Nicht-Adenokarzinomen statistisch signifikant (p = 0,000) und zwischen
azinaren und soliden Adenokarzinomen nicht statistisch signifikant (p = 0,123) unterscheiden.
TTF-1 mRNA wird nicht nur bei der Umwandlung in Tumorzellen primarer NSCLC und deren
Metastasierung in Lymphknoten durchgehend exprimiert, sondern auch die Metastasierung
extrapulmonaler Karzinome in die Lunge lasst einen dauerhaften TTF-1 mRNA Nachweis zu.
Im Zusammenhang mit den Ergebnissen der Immunhistologie wird klar, dass die Menge an
TTF-1 mRNA in Plattenepithelkarzinomen und pulmonalen Metastasen colorektaler
Adenokarzinome nicht ausreicht, um Proteine zum immunhistologischen Nachweis von TTF-1
zu bilden. Im Vergleich zu den Kontrollgruppen lasst sich in den azindren und soliden
Adenokarzinomen mittels gqRT-PCR eine erhéhte Transkriptionsarbeit durch erhdhte mRNA-

Expressionen nachweisen, die in einer immunhistologischen Anférbbarkeit resultiert.

In dieser Studie kann auf mRNA-Ebene kein Zusammenhang zwischen der Abnahme des
Differenzierungsgrad und dem Abfall der TTF-1 Expression pulmonaler Adenokarzinome
gezeigt werden (pmrna=0,123). Die nahezu Ubereinstimmende Expression von TTF-1 mRNA in
pulmonalen Adenokarzinomen unterschiedlicher Differenzierung indiziert, dass die Expression

nicht abhangig vom Differenzierungsgrad ist.
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5.4. Diagnostische Gegentiberstellung von Adenokarzinomen und Nicht-Adenokarzinomen
in der Lunge

Die Verflgbarkeit gezielter Krebstherapien (engl. targeted therapies) fihrt zu einem gréfReren
Verlangen der behandelnden klinischen Arzte eine genaue Subtypisierung der Nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinome vorzunehmen. Dabei spielt vor allem die Unterscheidung in
Adenokarzinom oder Plattenepithelkarzinom der Lunge eine Therapie-entscheidende Rolle, da
neue Behandlungen unterschiedliche oder sogar nachteilige Effekte abhéngig vom
histologischen Typ haben. Zum Beispiel der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)-
Hemmer, Gefitinib oder Erlotinib, zeigt deutlich bessere Erfolge in pulmonalen
Adenokarzinomen, als in pulmonalen Plattenepithelkarzinomen. Obwohl der Grofiteil der
NSCLC mittels H.E.-Schnitt allein subtypisiert werden kann, ist der Umgang mit schlecht-
differenzierten Bronchialkarzinomen und pulmonalen Metastasen ein haufiges Problem. Daher
kommt der Differenzierung von pulmonalen Adenokarzinomen in der pathologischen Routine
der Lungenkarzinome eine besondere Rolle zu. (Mukhopadhyay and Katzenstein 2011; Hirsch
et al. 2008)

Diese Studie présentiert fur die Unterscheidung zwischen pulmonalen Adenokarzinomen und
Nicht-Adenokarzinomen mittels Immunhistologie eine Sensitivitdt von 62,4% und eine
Spezifitdt von 100%. 37,6% der Félle sind TTF-1 negative pulmonale Adenokarzinome.
Positiver bzw. negativer pradiktiver Wert betragt 100% bzw. 72,1%. Im Vergleich, die gRT-
PCR hat bei Anwendung des Schwellenwertes der pulmonalen Adenokarzinome (300,14) eine
Sensitivitat von 82,2% und eine Spezifitat von 92,9%. Positiver bzw. negativer pradiktiver Wert
betragt 92,2% bzw. 83,5%. Die gRT-PCR ist die deutlich sensitivere diagnostische Methode.
Auferdem stellt sich die gRT-PCR in unserer Studie als hochspezifische Technik heraus, die

allerdings der Immunhistologie mit einer Spezifitat von 100% unterliegt.

In der Literatur wird TTF-1 als sensitiver Marker beschrieben, der in 62,5-90% der invasiven
primdren pulmonalen Adenokarzinome positiv ist. Unter den Subtypen sind vor allem
lepidisch, papilldre und azindre pulmonale Adenokarzinome TTF-1 positiv, wohingegen solide,
muzingse und mikropapillare Wachstumsmuster prozentual weniger h&aufig positiv sind.
Moderat differenzierte pulmonale Tumore sind hdufiger TTF-1 positiv, als weniger
differenzierte Adenokarzinome. (Rekhtman et al. 2011; Stenhouse et al. 2004; Myong 2003;
Moldvay et al. 2004)

Gegenulber der (berwiegenden Literatur erscheint die Sensitivitdt der immunhistologischen
Resultate azindrer und solider pulmonaler Adenokarzinome in unserer Studie relativ niedrig.

Jedoch sind Umfang und Anteil der schlecht-differenzierten soliden Adenokarzinome in
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unserer Studie erheblich grofRer. Damit erklart sich Reduktion der Sensitivitdt gegeniiber

vergleichbaren Studien.

Die Quantifizierung von TTF-1 mRNA mittels qRT-PCR (Schwellenwert 300,14) kann im
Vergleich zur Immunhistologie in 21,8% der pulmonalen Adenokarzinome zusatzlich
tumorspezifische Informationen und damit einen diagnostischen Nutzen liefern. Durch
gemeinsamen Gebrauch von gRT-PCR oder Immunhistologie lassen sich 84,2% der pulmonalen
Adenokarzinome als TTF-1 positiv erkennen. Wir erreichen eine drastische Reduktion von
37,6% der TTF-1 negativen Adenokarzinome bei alleinigem Gebrauch der Immunhistologie auf
15,8% bei Einsatz von gRT-PCR und Immunhistologie. Trotzdem bleibt ein nicht unerheblicher
Anteil pulmonaler Adenokarzinome weiterhin TTF-1 negativ.

Der ermittelte A AC; -Schwellenwert von 300,14 ermdglicht eine ausgezeichnete Balance
zwischen Sensitivitit und Spezifitat und ist zum diagnostischen Einsatz bei Verdacht auf ein
Adenokarzinom gegeniiber der Immunbhistologie die deutlich sensitivere Technik.
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5.5. Diagnostische Gegeniiberstellung azindrer pulmonaler Adenokarzinome und
pulmonaler Metastasen

Pradominant azindre pulmonale Adenokarzinome zeigen ein moderat-differenziertes
Wachstumsmuster und bestehen groRtenteils aus Drisen, die oval bis rund geformt sind und ein
zentrales Lumen haben, das von Tumorzellen umgeben ist. (Travis et al. 2015) Die Lunge gilt
generell als einer der haufigsten Metastasierungsorte, neben Lymphknoten und der Leber. Dabei
sind vor allem Karzinome des gastrointestinal- und gynédkologischen Trakts, der Mamma, des
Urothels, Kopf-Hals und Prostata der Ursprungsort der Metastasierung, gefolgt von Sarkomen,
Melanomen und Keimzelltumoren. Am héufigsten metastasieren colorektale Adenokarzinome
in die Lunge. (Casiraghi et al. 2011; Mitry et al. 2010)

Pulmonal metastasierte colorektale Adenokarzinome weisen flir gewdhnlich ein Kranz-artiges
Wachstumsmuster mit hochprismatischen Zellen und langgezogenen Zellkernen auf. (Travis et
al. 2015) Diese Morphologie ahnelt sehr der Architektur des priméren azinaren Adenokarzinom
der Lunge. Bei Nachweis glanduldrer Strukturen in der H.E.-Farbung, stellt das pulmonal
metastasierte colorektale Adenokarzinom eines der wichtigsten Differenzialdiagnosen des

pulmonalen azindren Adenokarzinoms dar.

Die Gegenuberstellung azinarer pulmonaler Adenokarzinome und pulmonaler Metastasen eines
colorektalen Adenokarzinoms erfolgt auf Grund histomorphologischer Gemeinsamkeiten und
dem haufigen Vorliegen von pulmonalen Metastasen eines colorektalen Adenokarzinom in der
Routine. Eine alleinige histomorphologische Analyse zwischen den beiden Tumorentitaten ist

flr gewdhnlich nicht ausreichend und erfordert eine weitere immunhistologische Abklarung.

In dieser Studie erreicht die immunhistologische Untersuchung in der Gruppe aus azindren
Adenokarzinomen und pulmonalen Metastasen eine Sensitivitat von 64,7% und eine Spezifitat
von 100%. 35,3% der azindren Adnokarzinome sind TTF-1 negativ. Positiver bzw. negativer
pradiktiver Wert betragt 100% bzw. 73,1%. Mittels gRT-PCR wird eine Sensitivitat von 90%
und eine Spezifitdt von 85,7% ermittelt. Positiver bzw. negativer pradiktiver Wert betragt
86,8% bzw. 89,4%. Die Quantifizierung von TTF-1 mRNA mittels gRT-PCR (Schwellenwert
238,25) kann im Vergleich zur Immunhistologie in 25,5% der pulmonalen Adenokarzinome
zusétzlich tumorspezifische Informationen liefern. Durch gemeinsamen Gebrauch von gRT-
PCR oder Immunhistologie lassen sich 90,2% der pulmonalen Adenokarzinome als TTF-1
positiv erkennen. Es wird eine Reduktion von 35,3% der TTF-1 negativen Adenokarzinome bei
alleinigem Gebrauch der Immunhistologie, auf 9,8% bei Anwendung von gRT-PCR und

Immunhistologie erreicht.
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Im Vergleich zum Schwellenwert von 300,14 fuhrt der niedrigere Schwellenwert (ber den
Anstieg der Sensitivitat zu einem grofieren zusétzlichen Informationsgewinn, aber auch zu
einem Anstieg der Falsch-positiv-Rate. Eine Reduktion des positiv prédiktiven Wertes durch
den A AC; -Schwellenwert der azindren Adenokarzinome zeigt, dass ein Gewinn von

Sensitivitdt zu Lasten einer verringerten Spezifitét geht.

Griinde fiir den hohen Anteil TTF-1 negativer immunhistologischer Resultate in der Gruppe der
azindren Adenokarzinome lassen sich lediglich auf allgemeingultige Erklarungen
widersprichlicher immunhistologischer Resultate zurlickfihren. Dazu z&hlen: Fehler bei der
Auswahl des geeigneten Tumorgewebes, geringe Menge an Tumormaterial bzw. zu groRe
Anteile von Nekrose oder Fibrose, technische Probleme indem keine interne Kontrolle
verfigbar ist bzw. keine Aussage uber die angemessene Anwendung des Antikorpers getroffen

werden kann und Schwierigkeiten bei der Fixierung des Gewebes.
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5.6. Diagnostische Gegentiberstellung solider pulmonaler Adenokarzinome und
pulmonaler Plattenepithelkarzinome

Schlecht-differenzierte solide Adenokarzinome bestehen meist aus vieleckigen Tumorzellen, die
grolle Platten oder Nester bilden ohne typisches Wachstumsmuster eines Adenokarzinoms. Sie
kénnen zum Teil dichtes eosinophiles Zytoplasma aufweisen, das auch so in pulmonalen
Plattenepithelkarzinomen vorkommen kann und auf diese Weise bereits bestehende
morphologische Ahnlichkeiten zur Differenzierung weiter erschwert. (Travis et al. 2015) Daher
gehdren pulmonale Plattenepithelkarzinome unterschiedlicher Lokalisation zu den wichtigsten
Differentialdiagnosen. Zur korrekten Diagnosefindung werden schlecht differenzierte
Tumorresektate, bei denen trotz fehlender Verhornung und Interzellularbriicken ein
Plattenepithelkarzinom vermutet wird, reguldr immunhistologisch u.a. mit TTF-1 und p40/p63
untersucht. Bei TTF-1 Negativitdit und Detektion plattenepithelialer Marker in der
Immunhistologie stellen die wahrscheinlichsten Differentialdiagnosen ein priméares pulmonales
Plattenepithelkarzinom,  oder eine  pulmonale  Metastase  eines  metastasierten
Plattenepithelkarzinom aus Kopf-Hals, Osophagus und Zervix dar. Aus histopathologischer
Sicht bereitet eine Unterscheidung in der Praxis deutliche Schwierigkeiten. Bei entsprechender
Vorgeschichte eines bekannten Plattenepithelkarzinom sind zur Unterscheidung p53,pl16-
Immunhistologie und HPV-Diagnostik richtungsweisend. Plattenepithelkarzinome aus dem
Kopf-Hals-Bereich metastasieren mit 80% am héaufigsten in die Lunge. Insbesondere die
Hypopharynxkarzinome haben den grofiten Anteil. (Kotwall et al. 1987; Finley 11l et al. 1992)
Bei unbekannter VVorgeschichte und unaufféllig klinisch-radiologischer Untersuchung stellt das

primére pulmonale Plattenepithelkarzinom die wahrscheinlichste Diagnose dar.

In der vorliegenden Studie erreicht die immunhistologische Detektion in der Gruppe der soliden
pulmonalen Adenokarzinome und pulmonalen Plattenepithelkarzinome eine Sensitivitat von
60% und eine Spezifitat von 100%. 40% der soliden pulmonalen Adenokarzinome sind TTF-1
negativ. Positiver bzw. negativer préadiktiver Wert betragt 100% bzw. 71,4%. Sensitivitat und
Spezifitat fiir die qRT-PCR liegen bei 58% bzw. 98%. Positiver bzw. negativer pradiktiver Wert
betrdgt 96,7% bzw. 69,7%. Die Quantifizierung von TTF-1 mRNA mittels gRT-PCR
(Schwellenwert 825,75) kann im Vergleich zur Immunhistologie in 10% der pulmonalen
Adenokarzinome zusatzlich tumorspezifische Informationen liefern. Durch gemeinsamen
Gebrauch von (RT-PCR oder Immunhistologie lassen sich 70% der pulmonalen
Adenokarzinome als TTF-1 positiv erkennen. Es wird eine Reduktion von 40% der TTF-1
negativen Adenokarzinome bei alleinigem Gebrauch der Immunhistologie auf 30% bei

Anwendung von qRT-PCR und Immunhistologie erreicht.
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In vorangegangenen Studien erreichen immunhistologische Subtypisierungen schlecht-
differenzierter NSCLC an Biopsien und korrespondierenden Resektaten eine Sensitivitét
zwischen 54-80% (n=20; 11). (Mukhopadhyay and Katzenstein 2011; Loo et al. 2010)

In dieser Studie ist der Anteil von TTF-1 positiven, schlecht-differenzierten Adenokarzinomen
gegenuber den TTF-1 postitiven, moderat-differenzierten Adenokarzinomen niedriger und
entspricht daher der gangigen Studienlage. Der prozentuale Anteil TTF-1 positiver Falle liegt in
beiden Gruppen im Vergleich zu anderen Studien zwar bei weniger als zwei Drittel positiver
Félle, aber die Anzahl der untersuchten Proben in den unterschiedlichen histomorphologischen

Subgruppen ist in der vorliegenden Studie deutlich umfangreicher.

Der fir die soliden pulmonalen Adenokarzinome errechnete Schwellenwert von 825,75 ist um
ein Vielfaches grofRer und stellt den spezifischsten Schwellenwert dieser Studie dar. Da die
statistischen Ergebnisse der Immunhistologie gegenlber der gRT-PCR nahezu identisch sind,
scheint bei Anwendung des Schwellenwertes von 825,75 die Immunhistologie der gRT-PCR als
diagnostische Methode gleichwertig. Der hochspezifische A A Cr -Schwellenwert der soliden
Adenokarzinome reduziert die Falsch-Positiv-Rate auf die Niedrigste der Studie und ermdglicht
dabei einen ansehnlichen positiven pradiktiven Wert, damit eine hohe diagnostische
Aussagekraft bei TTF-1 Positivitdt und somit eine zuverlassige, hochspezifische Alternative.
Mittels dieses Schwellenwertes ist die gRT-PCR in der Lage die statistischen Resultate der

Immunhistologie zu imitieren.
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5.7. Prognostische Rolle von TTF-1

Seitdem TTF-1 im Fokus der Forschung ist, setzten sich verschiedene Studien zum Ziel die
prognostische Rolle von TTF-1 in Lungenkrebspatienten zu untersuchen. Dabei variieren die
Resultate. Wahrend 7 Studien (Uber eine positive Korrelation zwischen TTF-1
Proteiniiberexpression und Uberleben berichten, finden 2 eine negative Korrelation und 4 keine
statistische Signifikanz. (Yoon et al. 2011; Martins et al. 2009; Barletta et al. 2009; Berghmans
et al. 2006; Barlési et al. 2005; Stenhouse et al. 2004; Au et al. 2004; Shah et al. 2004; Saad et
al. 2004; Myong 2003; Tan et al. 2003; Pelosi et al. 2001; Puglisi et al. 1999) Eine der Studien
beschaftigt sich mit den Tumorstadien I-111A und weist Langzeitliberwachung auf. Sie zeigt,
dass Patienten in inoperablen Tumorstadien bei TTF-1 Uberexpression ein signifikantes
besseres Uberleben haben. (Tan et al. 2003) Eine Metaanalyse bestehend aus 10 Studien zu
Lungenkarzinomen zeigt, dass TTF-1 Positivitdt in NSCLC-Patienten mit einem langeren
Uberleben korreliert. Vor allem aber haben lokal begrenzte und frilh erkannte Tumore in
geringeren Stadien und pulmonale Adenokarzinome einen Uberlebensvorteil. (Berghmans et al.
2006) Die Untersuchung der TTF-1 mRNA Level im peripheren Blut von 79 NSCLC-Patienten
vor und nach Operation legt dar, dass Patienten mit Nachweis von TTF-1 mRNA im Blut nach
der OP ein kirzeres progressionsfreies Uberleben haben. (Yoon et al. 2011) Trotz der
Hypothese, dass TTF-1 Proteinexpression mit einem langeren Uberleben verbunden wird, steht

ein einheitlicher Konsens bisher aus.

In dieser Studie finden wir keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen
immunhistologischen TTF-1 Status und Uberleben (pac=0,524; pso.=0,453).

Auf mRNA-Ebene I&sst sich fur die pulmonalen azindren Adenokarzinome bei Anwendung des
A AC; -Schwellenwert der Adenokarzinome (300,15) und der azindren pulmonalen
Adenokarzinome (238,25) ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen A ACy -
Werten und Uberleben nachweisen (Pac(0.14=0,017; Pacess25=0,003). Damit stellt der
Nachweis von TTF-1 mRNA-Level oberhalb des A A Ct -Schwellenwert einen unabhéngigen

Prognosefaktor in azindren pulmonalen Adenokarzinomen dar.

Eine allumfassende Aussage zum Nutzen von TTF-1 als prognostischen Marker in pulmonalen
Adenokarzinomen kann, unter Beriicksichtigung des geringen Umfangs der Kohorte in dieser
Studie, nicht getroffen werden. Dafiir sind die Griinde fir die enge Beziehung zwischen TTF-1
Expression und Uberleben auch nicht vollends verstanden. In azindren pulmonalen
Adenokarzinomen gelingt der Nachweis von TTF-1 mRNA oberhalb des Schwellenwertes als

Prognosefaktor.
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5.8. TTF-1 als Stadien-abhéangiger Marker

In der Literatur wird TTF-1 auf Proteinebene mittels Immunhistologie als Stadien-abhangiger
Marker identifiziert. Dabei zeigen sich in fortgeschritten Stadien, niedrigere TTF-1
Expressionslevel. (Sousa et al. 2015; Perner et al. 2009) In dieser Studie wird auf Proteinebene
keine statistische Signifikanz nachgewiesen. Auf Proteinebene stellt TTF-1 einen Stadien-

unabhéngigen Marker dar (pac=0,137; pso.=0,099).

Auf mRNA-Ebene kann fir die azindren pulmonalen Adenokarzinome und pulmonalen
Plattenepithelkarzinome nach Anwendung des A A C; -Schwellenwertes der Adenokarzinome
(300,14) ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Tumorstadium und TTF-1
Expression nachgewiesen werden (pPaco0.14=0,03; Psoccoo,14=0,02). Auch die Anwendung des
Schwellenwertes von 238,25 fir die azindren pulmonalen Adenokarzinome weist eine
statistische Signifikanz auf (pac(ss25=0,005). Der Nachweis von TTF-1 mRNA als Stadien-
abhingiger Marker in Abhédngigkeit vom gewdhlten A ACy -Schwellenwert in azindren
pulmonalen Adenokarzinomen und pulmonalen Plattenepithelkarzinomen wird so erstmals

beschrieben.
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5.9. Zusammenhang zwischen TTF-1 mRNA und TTF-1 Protein

Ein zentraler Baustein der Molekularbiologie ist die Informationsweiterleitung von DNA via
MRNA zum Protein. Trotz unseres Verstandnisses zur Transkription und Translation, kann ein

Zusammenhang zwischen mRNA- und Proteinproduktion nur vereinzelt belegt werden.

In der vorliegenden Studie kann ein Zusammenhang zwischen TTF-1 mRNA und Protein
anhand TTF-1 positiver bzw. negativer Resultate aus gRT-PCR und Immunhistologie
dargestellt werden. Anhand der spezifischen Schwellenwerte der Gesamtkohorte
(Schwellenwert 300,14), der azinaren pulmonalen Adenokarzinome (Schwellenwert 238,25)
und der soliden pulmonalen Adenokarzinome (825,75) wird ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen TTF-1 mRNA und Protein nachgewiesen (pacssowoo,.14=0,000;
Pac(3s,25=0,001; psor(s2575=0,000), sowie mittels Spearman-Korrelationskoeffizient ein starker
bzw. mittlerer positiver Effekt errechnet (r's; adenokarzinome gesamt= 0,49; Ts: azinare Adenokarzinome=0,45;
's:solide Adenokarzinoma=0,55)). EiN€ Zunahme der TTF-1 mRNA geht mit einer gesteigerten TTF-1
Proteinproduktion einher und umgekehrt.

Im Zusammenhang zwischen TTF-1 mRNA und Protein sind in dieser Studie 3 Besonderheiten
aufgetreten. Erstens, sowohl in pulmonalen Adenokarzinomen als auch pulmonalen

Plattenepithelkarzinomen und pulmonalen Metastasen gelingt der Nachweis von TTF-1 mRNA.

Zweitens, auf Grund eines reduzierten Anteils TTF-1 positiver, moderat- und schlecht-
differenzierter pulmonaler Adenokarzinome, koénnen wir anhand der spezifischen
Schwellenwerte jeweils 21,8% der pulmonalen Adenokarzinome (300,14) , 25,5% der azindren
pulmonalen Adenokarzinome (238,25) und 10% der soliden pulmonalen Adenokarzinome
(825,75) nachweisen, die in der gRT-PCR positiv aber immunhistologisch negativ sind. In

diesen Fallen wird die TTF-1 mRNA nicht in das Protein translatiert.

Transkription und Translation besitzen keine lineare Beziehung. Verschiedenste Mechanismen
bewirken durch eine Verzahnung des molekularbiologischen Systems eine Verstarkung oder
Repression der Proteinsynthese durch verschiedenste Ausgangsmengen von mRNA-Molekilen.
Mi-RNA's, siRNA's, spezifische Enhancer- oder Repressor-Proteine, unterschiedliche
Translationseffizienzen verschiedener Molekiile die zur Bildung des Proteins bendétigt werden,
sekunddre RNA-Strukturen und Codon-Bias stellen nur einige der biologischen Faktoren dar,
die eine Korrelation zwischen mRNA und Protein beeinflussen. So fuhrte die Entdeckung des
ersten miRNA-Regulators, miR-365, der TTF-1 unterdriickt, zu einer anhaltenden
Neuorientierung, um das Zusammenspiel von Transkribtion und Translation durch
verschiedenste interagierende Molekile, u.a. miRNA, bei Lungenkrebs zu verstehen. (Qi et al.

2012) Wir wissen schon heute, dass einige dieser Faktoren enormen Einfluss auf die biologische
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Synthese von TTF-1 haben, ein Grof3teil der Interaktion in diesem onkogenen Netzwerk bleiben

uns allerdings weiterhin verborgen und erfordern zukiinftiges wissenschaftliches Engagement.

Drittens, trotz der Anwendung von gRT-PCR oder Immunhistologie bleibt ein erheblicher
Anteil der pulmonalen Adenokarzinome TTF-1 negativ. Eine mogliche Erklarung bietet
Yatabe's These, dass sich die molekulare Pathogenese TTF-1 positiver pulmonaler
Adeonokarzinome von TTF-1 negativen Adenokarzinomen unterscheidet. Auf Grund
vielfaltiger zellularer und anatomischer Eigenschaften unterscheiden sich die Empfindlichkeiten
der Zelltypen auf bestimmte Karzinogene. Daraus ergeben sich unterschiedliche
zugrundeliegende Mechanismen der Karzinogenese oder eine veranderte Signaltransduktion der
ursprunglichen Zellen, die ein individuelles Expressionsprofil der Karzinome zur Folge hat.
Unterstitzt wird die Annahme durch einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen
Prévalenz in Frauen, Nichtraucher, negativer immunhistologischer Nachweis fir p53, weniger
haufiger RB Verlust und eine erhaltenene Expression von p27 in TTF-1 positiven
Adenokarzinomen. (Yatabe et al. 2002) Eine Bestatigung der Hypothese an der in dieser Studie

verwendeten Kohorte, erfordert weitere Untersuchungen.

104



5.10. Schlussfolgerungen

Bronchialkarzinome zeigen die Komplexitdit von onkogenen Prozessen, die durch das
Zusammenspiel verschiedenster Biomarker, somatischer Mutationen und der genetischen
Anlage des Patienten, eine Neoplasie von enormen Umfang und Variabilitat entwickelt. In der
Routinediagnostik gibt es immer wieder Probleme bei der Diagnosefindung zwischen schlecht-

differenzierten Bronchialkarzinomen oder pulmonalen Metastasen extrapulmonaler Karzinome.

1. Wir kénnen einen Zusammenhang zwischen TTF-1 mRNA und Protein anhand der
Ergebnisse aus gqRT-PCR und Immunhistologie fir azindre und solide pulmonale
Adenokarzinome nachweisen (Pacssor(300,14/=0,000; Pac(ass 25=0,001; Pso (s25,75=0,000),
sowie mittels Spearman-Korrelationskoeffizient einen starken bzw. mittleren positiven
Effekt errechnen (rs; gesamtkonorte= 0,49; I's; azinare Adenokarzinome=0,45; I's:solide Adenokarzinoma=0,55).
Eine Zunahme der TTF-1 mRNA geht in pulmonalen Adenokarzinomen mit einer
gesteigerten TTF-1 Proteinproduktion einher und umgekehrt. Eine Einschétzung durch
welchen biologischen Faktor bzw. Translationseffizienz die Korrelation zwischen
mRNA und Protein beeinflusst wird, bleibt aber offen.

2. TTF-1 mRNA stellt in azindren pulmonalen Adenokarzinomen und in pulmonalen

Plattenepithelkarzinomen unter Berticksichtigung des A A C; -Schwellenwertes einen
stadienabh&ngigen Marker dar.
Die zum Teil zwiespéltigen Ergebnisse der Vergangenheit beziliglich des
Zusammenhangs zwischen TTF-1 Proteinexpression und Uberleben finden wohl auch
nach dieser Studie kein befriedigendes Ergebnis: fur die verwendeten pulmonalen
Adenokarzinome in dieser Studie besteht kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen TTF-1 Proteinexpression und Uberleben. Auf mRNA-Ebene kann in azinaren
pulmonalen Adenokarzinomen ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
TTF-1 Status und Uberleben nachgewiesen werden. In dieser Studie ist TTF-1 mRNA
ein Prognosefaktor in azindaren pulmonalen Adenokarzinomen.

3. In dieser Studie sind in Adenokarzinomen und Nicht-Adenokarzinomen der Lunge
TTF-1 mRNA Expressionslevel nachweisbar. Dabei unterscheiden sich die A ACy -
Werte auf mRNA-Ebene und die immunhistologischen Resultate der pulmonalen
Adenokarzinome als signifikant grofler gegenuber den der Nicht-Adenokarzinome.
Azindre und solide pulmonale Adenokarzinome unterscheiden sich nicht signifikant auf
Protein- und mRNA-Ebene. Ein Zusammenhang zwischen der Abnahme des
Differenzierungsgrad und dem Abfall der TTF-1 Expression, wie von Sterlacci
propagiert, ist nicht nachweisbar.

4. Sowohl Immunhistologie als auch gqRT-PCR zeigen hinsichtlich Sensitivitat, Spezifitt

und positiv pradiktiven Wert gute Ergebnisse in dieser Studie. Mittels gRT-PCR
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werden beim Schwellenwert von 300,14 pulmonale Adenokarzinome mit einer
Sensitivitdt von 82,2%, einer Spezifitdt von 92,9% und einem PPV von 92,2%
bestimmt. Beim sensitiven Schwellenwert von 238,25 lassen sich azinare pulmonale
Adenokarzinome mit einer Sensitivitdt von 90%, einer Spezifitdt von 85,71% und
einem PPV von 86,8% ermitteln. Der spezifische Schwellenwert von 825,75 ermdglicht
eine Detektion der soliden pulmonalen Adenokarzinome mit einer Sensitivitat von 58%,
einer Spezifitat 97,95% und einem PPV von 96,7%. Die Quantifizierung von TTF-1
MRNA mittels gRT-PCR konnte im Vergleich zur Immunhistologie in 21,8%
(Schwellenwert 300,14) , 25,5% (Schwellenwert 238,25) und 10% (Schwellenwert
825,75) der pulmonalen Adenokarzinome zusétzlich tumorspezifische Informationen
liefern. Durch gemeinsamen Gebrauch von gRT-PCR oder Immunhistologie lassen sich
84,2% (Schwellenwert 300,14), 90,2% (Schwellenwert 238,25) und 70%
(Schwellenwert 825,75) der pulmonalen Adenokarzinome als TTF-1 positiv erkennen.

Die Anzahl TTF-1 negativer Adenokarzinome wird dadurch drastisch gesenkt.

In dieser Studie wird dargelegt, dass durch Auswahl eines geeigneten Schwellenwertes die
Differenzierung zwischen pulmonalen Adenokarzinom und Nicht-Adenokarzinomen mittels
gRT-PCR eine zuverlassige Alternative zur Immunhistologie darstellt. Dabei kommt der
richtigen Wahl des Schwellenwert eine groRe Bedeutung zu. Der A A C; -Schwellenwert von
300,14 hat in unserer Studie die grofite Sensitivitat-Spezifitat-Balance und ermdglicht den
groften zuverlassigen Informationsgewinn. Waéhrend der Schwellenwert von 825,75 eine
hochspezifische Alternative zur Immunhistolgie darstellt, ermdglicht der Schwellenwert von
238,25 die sensitivste Tumordiagnostik der Studie. Die Verwendung lediglich einer Methodik
limitiert die Reliabilitat. Die Anwendung beider Techniken flihrt zu einem Anstieg der
Sensitivitat von TTF-1 abhéngig vom verwendeten Schwellenwert. Diese Studie soll zeigen,
dass Morphologie, Immunhistochemie und Molekularpathologie bei der Erkennung und
Klassifikation der Subtypen von NSCLC komplementér und nicht alternativ eingesetzt werden
sollen. Erst die Kombination der Methoden ergibt in vielen Féllen den richtigen Subtyp und
minimiert TTF-1 negative Félle. Die Ausgangsmorphologie steuert dabei, welche
immunhistochemischen und molekularpathologischen Verfahren in einem spezifischen Fall
zweckmaRig sind. Die in dieser Studie entstandenen Ergebnisse unter Einsatz der gRT-PCR in
pulmonalen Adenokarzinomen missen an Biopsiematerial 0berprift und gegebenenfalls
reevaluiert werden, um Patienten mit fortgeschrittenem Bronchialkarzinom adaquat

subtypisieren zu kénnen.
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5.11. Ausblick in die Zukunft

Die Mehrheit der NSCLC kann durch den routinemaBigen Einsatz von H.E.-Schnitten allein
zuverlassig subtypisiert werden. Allerdings stellen schlecht-differenzierte Bronchialkarzinome
oder pulmonale Metastasen extrapulmonaler Karzinome Pathologen nicht selten vor
Schwierigkeiten. In dieser Studie fiihrt die Anwendung von gRT-PCR oder Immunhistologie
gegeniuber dem alleinigen Gebrauch der Immunhistologie zu einem ansehenlichen Anstieg der
Sensitivitat und damit zu einer Reduktion der TTF-1 negativen pulmonalen Adenokarzinome.
Zur Beurteilung verlésslicher Resultate wurden Resektate zur Diagnose als Goldstandard
genutzt. Da immer noch ein GroRteil der Lungenkarzinome bei Diagnose unresektabel sind und
daher meist Biopsiematerial das einzige vorhandene Gewebe zur Diagnose darstellt, missen die
in dieser Studie entstandenen Ergebnisse unter Einsatz der gRT-PCR in pulmonalen
Adenokarzinomen an Biopsiematerial Uberpruft und gegebenenfalls reevaluiert werden. Bei
Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC, stellt die zuverl&ssige histologische Subtypisierung an
minimalem Gewebematerial eine Notwendigkeit dar. In diesen Féllen sind der Einsatz der gRT-
PCR zur Reduktion TTF-1 negativer Adenokarzinome und eine damit verbundene adaquate

Therapieeinleitung anzustreben.

Die Immunhistologie gehodrt zu den wichtigsten Hilfsmitteln in der Routinediagnostik, ist aber
limitiert, wenn zu wenig neoplastische Zellen auf Grund mangelnden Gewebes vorhanden sind
oder durch Entziindungen verschleiert werden. Die qRT-PCR ist eine in-vitro Methode zur
enzymatischen Amplifikation von definierten RNA-Zielsequenzen und erlaubt die Analyse von
verschiedenen Proben und den Nachweis von lediglich einer Zelle im selben Experiment. Sie
stellt die sensitivste und flexibelste Quantifizierungsmethode dar und kann benutzt werden, um
verschiedene mRNA-Level in unterschiedlichen Proben zu vergleichen und so mRNA-
Expressionsmuster zu charakterisieren. (Bustin 2000) Diese Studie zeigt den rasant steigenden
Stellenwert der Molekularpathologie fiir die Subtypisierung des Bronchialkarzinoms. Auch
wenn diese noch nicht Routine ist, zeigt die Subtypisierung mittels qRT-PCR an
Mikrometastasen oder Laser-mikrodissezierten Gewebe eine moglichen Weg in eine
hochtechnisierte, innovative und zukiinftige Medizin in den Pathologischen Instituten auf. Ob es
sich dabei um einen Blick in die Glaskugel handelt, bleibt abzuwarten. Unser Eindruck ist, dass
die gRT-PCR die Morphologie, Immunhistochemie und bisherige Routine-Molekularpathologie
ergdnzen kann, aber nicht ersetzt. Die qRT-PCR Ergebnisse sollen daher nicht fir sich
betrachtet, sondern im Kontext von Morphologie, Immunhistochmie und Routine-

Molekularpathologie in die erfolgreiche Subtypisierung einbezogen werden.

Fakt ist, dass das zunehmende Verstandnis molekularer Grundlagen der Tumorbiologie gepaart

mit technischen Fortschritten in der molekularbiologischen Diagnostik seit einigen Jahren zu
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einem verstarkten Verstandnis und Anwendung von molekularen Techniken fihrt, die es uns
erlauben direkt an Gewebepréparaten tumorassoziierte Veradnderungen auf molekularer Ebene
zu diagnostizieren. Die Arbeit des Pathologen konzentriert sich dabei neben dem Nutzen von
bewéhrten Methoden und Techniken, immer mehr auf die kritische Auswertung von
histologischen und molekularen Resultaten. Seit dem anhaltenden Einzug von molekularen
Methoden in die Routinediagnostik, entwickeln sich neue Madglichkeiten zur praktischen
Anwendung. In der Zukunft werden sich durch die vermehrte Integration der Molekularbiologie
in die Prozesse der Diagnosefindung Algorithmen der allgemeinen Diagnostik &ndern, um
spezifischere Diagnosen zu erhalten und eine optimal-personalisierte Behandlung des Patienten
zu garantieren. Dafir ist detailiertes Wissen um veranderte Genmutationen, Proteinexpressionen

und neuen molekularen Zielstrukturen unablassig.

Der zunehmende Einzug molekularbiologischer Methoden in die Pathologie-Institute veréndert
deren Gesicht nach und nach zu einer vollautomatisierten Zukunft. Die immer glnstiger
werdenden Techniken erlauben eine préazisere und materialsparende Diagnostik, um eine

personalisierte Medizin zum Wohle des Patienten zu gewéhrleisten.

Trotz der Vorteile bei Anwendung zusatzlicher Techniken fiir den Patienten, bleibt eine
6konomische Mehrbelastung fiir die Krankenkassen bestehen.

Aus der Prasenz von diagnostischen Markern zwingend auf das entsprechende Krankheitsbild
schlielen zu missen, stellt ein zukinftiges Problem bei zunehmender Sensitivitat der Techniken
dar. Gerade bei Markern, die beim Menschen lebenslang zu finden und an der Entwicklung
beteiligt sind, ist der Nachweis an gewisse Schwellenwerte gebunden, die im Zusammenhang

mit morphologisch- immunhistologischer Untersuchung sorgfaltig betrachtet werden miissen.
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5.12. Limitationen der Arbeit

Die Immunhistochemie wird schon seit langem nicht mehr nur flr Forschungszwecke, sondern
auch in der Routinediagnostik und zur Beurteilung von Biomarkern benutzt. Dabei erfolgt die
Interpretation der Féarbungen meist manuell, auf visuell-basierenden Informationen, in Form
einer Schétzung der Intensitdt und Anzahl der positiven Zellen und ist abhangig von der
Erfahrung und Aufmerksamkeit des Untersuchers. Automatisierte Bildanalysen sind seit den
1980er verfugbar und unterliegen nicht den Konsequenzen von Midigkeit und Subjektivitat und
sind daher in Bezug auf Préazision und Reproduktion der Ergebnisse dem menschlichen
Untersucher iberlegen. Einfache und reproduzierbare Protokolle, wie die Uberpriifung der
Resultate durch einen 2. Facharzt, fiihren bereits zu einer groReren Standardisierung und
Vergleichbarkeit zwischen Laboren. (Taylor and Levenson 2006; Walker 2006) Weitere
Faktoren die sowohl in der Immunhistologie als auch in der gRT-PCR zur objektiven
Beurteilung der Ergebnisse berticksichtigt werden sollten, sind Unterschiede in der Fixierung
und Lagerung des Gewebes, Dauer und Art der Antikorperbehandlung, unterschiedliche
Antikorperspezifitiaten, die jeweilige Verdinnung des Antikdérpers und ob die manuellen
Tatigkeiten von erfahrenen Fachkréften oder sogar automatisiert durchgefiihrt werden. (Walker
2006)

Die Konservierung des Gewebes mittels Formalin stellt die géngige Praxis in der Pathologie
dar. Formalin fihrt nicht nur zum Crosslinking von Proteinen und Aminosduren, sondern es
verdndert durch Einfuigen einer Monomethylolgruppe die RNA und blockiert damit die Reverse
Transkription. Die Gewinnung amplifizierbarer RNA und DNA ist invers proportional zur
Fixierungszeit und zeigt dass standardisierte Fixation eine Grundlage flr zuverlassige Resultate
bildet. (Bonin et al. 2010) Die verwendeten FFPE-Proben wurden nach standardisierten
Protokollen fixiert und geeignete Kits zum Ld&sen des Formalin-induzierten Crosslinking
verwendet. Doch diese Anwendungen ermdglichen trotzdem keine absolute Herstellung des

Gewebes, wie vor der Fixierung.

Um eine moglich exakte Subtypisierung zu erreichen, sollen die Bronchialkarzinome nach
ihrem prddominant befallenen Tumormuster klassifiziert werden, wobei vor allem
Ubergangsformen manchmal Schwierigkeiten bereiten kénnen. Die Subtypisierung gelingt dann
nicht, wenn entnahmebedingt oder limitiert durch die technischen Mdglichkeiten die fiir die
Diagnose wichtigen Verdnderungen aufgrund von Sampling-Fehlern oder unerreichbaren

Lokalisationen mikroskopisch nicht abgebildet werden.
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Eine weitere wesentliche Limitation dieser Arbeit ist die kleine Anzahl der in die Studie
eingeschlossenen Patienten bzw. Gewebeproben. Insbesondere stadienabhdngige bzw.
prognostische Aussagen sollten an deutlich gréReren Kohorten berprift werden.

Um die A A Cy-Werte nutzbar zu machen, ist die Suche nach einem geeigneten Schwellenwert
von zentraler Bedeutung. Im Unterschied zu friiheren Studien, die in ihren mRNA-Analysen
den hochsten A A Cr-Wert im gesunden Gewebe als Cut-off-Wert auswéhlten, wahlten wir den
Weg der ROC-Analyse mittels des vorhanden Tumorgewebes. (Tjensvoll et al. 2010; Yoon et
al. 2011; Yu et al. 2013) Zur Schwellenwert-Bestimmung mittels ROC-Kurve ist ein
vernunftiger Grad zwischen Sensitivitdt und Spezifitdt notwendig, um ein aussagekréftiges
Ergebnis beziiglich der Prédiktion zu erzielen. Dabei muss immer das Risiko, Falsch-positive
bzw. gesunde Patienten die félschlicherweise als TTF-1 positiv detektiert werden, gegeniiber
dem Risiko, Falsch-negative bzw. TTF-1 positive Patienten, die der Test nicht detektiert,

behutsam abgewogen werden.

Zur Berechnung eines Schwellenwertes mittels ROC-Kurve muss die AUC beriicksichtigt
werden. Die AUC fasst die Position der ROC-Kurve in seiner Gesamtheit zusammen und
reproduziert nicht nur Koordinaten-spezifische Informationen. Damit stellt die AUC einen
geeigneten Stellvertreter fur Sensitivitat und Spezifitdt zur Beschreibung der Validitat eines
diagnostischen Tests dar. Bei einer AUC von 1 gelingt dem Test eine perfekte Differenzierung
zwischen Erkrankten und Nicht-Erkrankten. Bei einer AUC von 0,5 liegt die ROC-Kurve auf
der diagonalen Linie und eine Diskrimination zwischen Erkrankten und Nicht-Erkrankten
entspricht einem Miinzwurf. (Hajian-Tilaki 2013)

ROC-Kurve und korrespondierender AUC-Wert sind fir die pulmonalen Adenokarzinome und
fur dessen spezifische histologische Untergruppen separat berechnet worden. Bei Betrachtung
der azindren und soliden Adenokarzinomen liegt der AUC-Wert bei 0,678, ein Hinweis fir
einen befriedigenden Test mit ordentlicher Genauigkeit und angemessener Diskrimination zur
Bestimmung von TTF-1 positiven bzw. negativen Ergebnissen. Die errechnete AUC von 0,552
in der Gruppe der azindren Adenokarzinome erlaubt eine schlechte Diskrimination zur
Bestimmung von TTF-1 positiven bzw. negativen Ergebnissen, wéhrend bei den soliden
Adenokarzinomen die AUC mit 0,793 einen guten Test widerspiegelt. Trotz mangelhafter
AUC-Werte einiger ROC-Kurven und der damit einhergehenden kombinierten Abnahme von
Sensitivitat und Spezifitat, wurden TTF-1 Schwellenwerte bestimmt und dessen diagnostische
Aussagekraft Oberprift. Zur Verifizierung eines verlasslichen Schwellenwertes von TTF-1
MRNA zur Vorhersage TTF-1 Status sollten unsere gemessenen Daten an grdReren

Patientenkohorten verglichen werden.
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10. Anhang

Tabelle 9: Verwendete Materialien/Gerite und deren Hersteller.

Materialien/Gerate

100% Ethanol absolute

7900HT Fast-Real-Time PCR-System
96-Well-Zentrifuge

Adhesive Clear PCR Seal Sheets

Agua dest.

Benchmark Ultra

Biosphere plus safeseal Microtube 2ml/1,5ml
DEPC-Wasser 11

Eisplatte Tissue-TekCryo Console
Heizschrank Loading Modell 100-800

High Capacity RNA-to-cDNA Kit (50x 20uL reactions)
Hitzebad SW21

Hitzeblock Thriller

Lichtmikroskop BH2

Mikrocentrifuge

Mikrotom Rotary 3003

Monoclonal Mouse Antibody Thyroid Transcription Factor

(TTF-1 Clone 8G7G3/1)

Multiply-Pro 0,5ml Biosphere
NanoDropSpectrophotometerND-1000
Objekttrager geschnitten, Mattrand 50Stiick
PCR-plates , 96-well

Pipetten 1000pL, 100puL, 10uL

QPCR Human Reference Total RNA 25 ug

Hersteller

Sigma Aldrich
Applied Biosystems
Hermle

Biozym Scientific GmbH
Braun

Ventana

Sarstedt

Carl Roth

Miles Scientific
Memmert

Applied Biosystems
Julabo

peqglab

Olympus
SigmalK15

pfm

Dako

Sarstedt

peqglab

R. Langenbrinck
ThermoFisher Scientific
Eppendorf

Agilent Technologies
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RNase Away

RNeasy FFPE Kit

Sterile, RNase-freie Pipettenspitzen 10uL Multiguard Barrier
Tips Sorenson

Sterile, RNase-freie Pipettenspitzen 1000uL, 100uL
TagMan® Array Plate 96 20 pl reaction

TagMan Gene Expression HS00968940 _m1 NKX2-1
TagMan Gene Expression HS999999 m1 R2M
Thermomixer comfort

Tischzentrifuge Kinetic Energy 26joule

Ultraviolet Sterilizing PCR Workstation
VortexVibrofix VF1 Electronic

Warmebad

Xylol

Molecular BioProducts
Qiagen

Sigma-Aldrich

AvantGuard
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
Eppendorf

Labnet

peqlab

Janken und Krunkel

Medox
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Tabelle 10: Auswahl interne Kontrolle durch TagMaN Array Plates 96-Well Plates.

TagMaN ® Array Plates 96-Well Plates

RNA-Control : SOL

Interne Kontr _

185-Hs99999901_s1

36.991.352 9.116.409 3.577.284

18.285.204 3.693.273 8.584.487

ABL1-Hs00245445_m1

37.054.405 21.146.126 Undetermine«

34.968.525 Undeterminec 24.121.738

ACTB-Hs99999903_m1

Undeterminec 17.959.383 Undetermine«

32.974.274 Undeterminec 1.885.238

B2M-Hs99999907_m1

32.568.333 1.992.464 34.688.435

2.595.479 35.779.594 19.922.903

CASC3-Hs00201226_m1

36.054.115 22.371.351 3.699.904

27.809.175 37.036.785 21.368.034

CDKN1A-Hs00355782_m1

3.558.145 2.452.232 3.594.597

27.772.758 37.058.826 2.231.954

CDKN1B-Hs00153277_m1

35.672.115 24.368.656 36.932.777

28.653.551 36.971.287 22.901.852

EIF2B1-Hs00426752_m1

3.670.906 22.297.873 3.717.632

32.162.476 Undeterminec 25.947.151

ELF1-Hs00152844_m1

3.567.038 21.240.522 37.058.296

30.041.746 Undeterminec 23.937.855

GADD45A-Hs00169255_m1 Undeterminec 2.796.755 Undeterminec

3.696.196 Undeterminec 26.613.266

GAPDH-Hs99999905_m1

37.030.598 14.694.213 Undetermine«

30.691.368 Undeterminec 17.976.517

GUSB-Hs99999908_m1

Undeterminec 23.972.742 Undetermine«

28.399.181 37.060.703 21.218.645

HMBS-Hs00609297_m1

3.726.613  21.552.439 Undeterminec

32.404.636 Undeterminec 25.931.427

HPRT1-Hs99999909_m1

Undeterminec 23.972.544 Undeterminec

34.943.295 Undeterminec 23.421.206

IPO8-Hs00183533_m1

3.695.974 2.356.705 3.585.101

26.080.666 3.688.972 21.170.197

MRPL19-Hs00608519_m1

36.995.483  22.439.001 36.946.354

32.955.185 Undeterminec 24.770.681

MT-ATP6-Hs02596862_g1

34.000.504 17.961.939 35.657.677

27.945.984 36.891.586 17.092.897

PES1-Hs00362795_g1

3.631.948 22.301.653 37.021.755

25.504.839 37.174.225 20.679.893

PGK1-Hs99999906_m1

35.034.966 1.992.001 36.546.043

26.945.616 36.932.533 19.895.882

POLR2A-Hs00172187_m1

3.593.544 25.329.588 35.960.423

27.054.028 3.696.324 2.429.298

POP4-Hs00198357_m1

3.589.504 21.317.904 37.105.255

32.929.302 Undeterminec 25.604.788

PPIA-Hs99999904_m1

34.235.287 18.684.738 35.951.946

26.681.273 3.695.652 18.650.173

PSMC4-Hs00197826_m1

3.710.046  21.403.082 Undeterminec

3.308.247 Undeterminec 24.019.747

PUM1-Hs00206469_m1

Undeterminec 23.948.118 Undeterminec

3.031.985 Undeterminec 2.396.121

RPL30-Hs00265497_m1

32.569.183 18.386.076 36.930.367

3.292.491 3.590.871 1.885.744

RPL37A-Hs01102345_m1

32.974.422 17.144.487 36.947.117

26.181.288 3.693.218 18.389.864

RPLP0-Hs99999902_m1

34.817.562 14.919.909 3.726.202

24.026.928 36.987.495 1.422.859

RPS17-Hs00734303_g1

36.017.426 18.602.627 36.978.718

27.099.497 36.953.457 17.506.014

TBP-Hs99999910_m1

Undeterminec 25.956.656 Undetermine«

36.933.567 Undeterminec 24.944.372

TFRC-Hs99999911_m1

36.927.475 22.762.531 Undetermine«

28.489.414 37.185.505 19.596.403

UBC-Hs00824723_m1

3.573.287 20.733.065 3.694.175

2.780.972 37.101.593 18.855.568

YWHAZ-Hs00237047_m1

Unknown 21.518.383 Undeterminec

3.235.881 Undeterminec 24.934.992

Tabelle 11: Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Immunbhistologie und qRT-PCR azindrer pulmonaler
Adenokarzinome (Schwellenwert 300,14).

Immunhistochemisch TTF-1

Immunhistochemisch TTF-1

positiv negativ
gRT-PCR TTF-1 positiv 32 (62,7%) 13 (25,5%)
(>300,14 A ACe-
Schwellenwert)
qRT-PCR TTF-1 negativ 1 (2%) 5(9,8%)

(<300,14 A AC:-
Schwellenwert)
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Tabelle 12: Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Immunhistologie und qRT-PCR solider pulmonaler
Adenokarzinome (Schwellenwert 300,14).

Immunhistochemisch TTF-1
positiv

Immunhistochemisch TTF-1
negativ

gRT-PCR TTF-1 positiv 29 (58%) 9 (18%)
(>300,14 A AC+-

Schwellenwert)

gRT-PCR TTF-1 negativ 1(2%) 11 (22%)

(<300,14 A ACq-
Schwellenwert)

Tabelle 13: Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Immunhistologie und gRT-PCR von pulmonalen
Plattenpithelkarzinomen (Schwellenwert 300,14).

Immunhistochemisch TTF-1
positiv

Immunhistochemisch TTF-1
negativ

gRT-PCR TTF-1 positiv 0 (0%) 3 (6,1%)
(>300,14 A AC+-

Schwellenwert)

gRT-PCR TTF-1 negativ 0 (0%) 46 (93,9%)

(<300,14 A AC+-
Schwellenwert)

Tabelle 14: Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Immunbhistologie und qRT-PCR pulmonaler Metastasen eines
colorektalen Adenokarzinoms (Schwellenwert 300,14).

Immunhistochemisch TTF-1
positiv

Immunhistochemisch TTF-1
negativ

gRT-PCR TTF-1 positiv 0 (0%) 4 (8,2%)
(>300,14 A ACe-

Schwellenwert)

qRT-PCR TTF-1 negativ 0 (0%) 45 (91,8%)

(<300,14 A AC+-
Schwellenwert)
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Tabelle 15: Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Immunhistologie und qRT-PCR pulmonaler azindrer pulmonaler
Adenokarzinome (Schwellenwert 238,25).

Immunhistochemisch TTF-1
positiv

Immunhistochemisch TTF-1
negativ

gRT-PCR TTF-1 positiv 33 (64,7%) 13 (25,5%)
(>238,25A ACy -

Schwellenwert)

gRT-PCR TTF-1 negativ 0 (0%) 5 (9,8%)

(<238,25A ACt-
Schwellenwert)

Tabelle 16: Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Immunhistologie und gRT-PCR pulmonaler Metastasen eines
colorektalen Adenokarzinoms (Schwellenwert 238,25).

Immunhistochemisch TTF-1
positiv

Immunhistochemisch TTF-1
negativ

RT-PCR TTF-1 positiv 0 (0%) 7 (14,3%)
(238,25> A AC:-

Schwellenwert)

RT-PCR TTF-1 negativ 0 (0%) 42(85,7%)

(<238,25A AC:-
Schwellenwert)

Tabelle 17: Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Immunhistologie und qRT-PCR solider pulmonaler
Adenokarzinome (Schwellenwert 825,75).

Immunhistochemisch TTF-1
positiv

Immunhistochemisch TTF-1
negativ

gRT-PCR TTF-1 positiv 24 (48%) 5 (10%)
(>825,75 A Cr-Schwellenwert)
gRT-PCR TTF-1 negativ 6 (12%) 15 (30%)

(<825,75 A Cr-Schwellenwert)
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Tabelle 18: Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Immunhistologie und gRT-PCR von pulmonalen
Plattenepithelkarzinomen (Schwellenwert 825,75).

Immunhistochemisch TTF-1
positiv

Immunhistochemisch TTF-1
negativ

gRT-PCR TTF-1 positiv 0 (0%) 1 (2,1%)
(>825,75 A Ct -Schwellenwert)
gRT-PCR TTF-1 negativ 0 (0%) 48(97,9%)

(<825,75 A Ct-Schwellenwert)
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