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1 Abkürzungsverzeichnis 

UICC Union for International Cancer Control 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

MiRNA, miR MicroRNA 

LTS long time survivors 

STS short time survivors 

RT-qPCR Reverse transcription-quantitative real time polymerase chain reaction /  

Reverse Transkriptase – quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion 

R-Status Resektionsstatus 

KEGG-Signalwege Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes pathway 

KRAS Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog 

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 

EML4-ALK Echinoderm microtubule-associated protein-like 4-anaplastic lymphoma  

kinase 

NSCLC Non-small cell lung cancer 

RKI Robert Koch-Institut 

GEKID Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 

COPD Chronic Obstructive Pulmonary Disease / 

Chronische obstructive Lungenerkrankung 

NLST National Lung Screening Trial 

AJCC American Joint Committee on Cancer 

IASLC International Association for the Study of Lung Cancer 

AGO2 Argonautenprotein 2 

RISC RNA-induced silencing complex 

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 

FGF Fibroblast Growth Factor 

cfDNA Cell-free DNA 

cfmiRNA Cell-free microRNA 

SCLC Small Cell Lung Cancer 

PEC Plattenepithelkarzinom 

Adeno-Ca Adenokarzinom 

DMSO Dimethylsulfoxid 

CIP Calf Intestinal Phosphatase 

RNA Ribonukleinsäure 

cDNA complementary DNA / komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

MÜZ Mittlere Überlebenszeit 

SD Standard Deviation / Standardabweichung 

JÜR Jahres Überlebensrate 

FC Fold Change 

AUC Area under the curve 

CTCs Circulating tumor cells  
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2 Zusammenfassung  

In Deutschland ist das Lungenkarzinom bei Männern die zweithäufigste (13,9%) und bei Frauen die 

dritthäufigste (8,5%) Krebsneuerkrankung. Mit 80-85% stellt das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom 

die Hauptform des Lungenkarzinoms dar. Die chirurgische Resektion des Tumors ist die Therapie der 

Wahl im Frühstadium und die multimodale Therapie im fortgeschrittenen Tumorstadium. Trotz der 

Fortschritte und der Weiterentwicklung der Therapie des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms ist die 

tumorbedingte Sterblichkeit hoch, sodass die 5-Jahresüberlebensrate bei Männern nur 15% und bei 

Frauen nur 18% beträgt.  

Die TNM-Klassifizierung beschreibt die anatomische Ausbreitung des Tumors in Abhängigkeit von 

Tumorgröße, Lymphknotenbefall und Fernmetastasierung und bestimmt so Therapie und Prognose. Sie 

wird ständig weiterentwickelt, und die 8. Auflage ist seit 01.01.2017 gültig. In der vorliegenden Studie 

wird die TNM-Klassifizierung der 8. Auflage der Union for International Cancer Control (UICC) dar-

gestellt und mit der 7. Auflage in Bezug auf die prognostische Aussagekraft verglichen. Dies geschieht 

anhand einer eigenen Patientenpopulation. Weitere potenzielle prognostische Faktoren wie Geschlecht, 

Histologie, Resektionsverfahren und Resektionsstatus werden untersucht, desweiteren die Bedeutung 

einer N1- und N2-Subklassifizierung. 

Die Liquid Biopsy stellt eine Methode zur genetischen Frühdiagnose des nicht-kleinzelligen Lungen-

karzinoms dar. Sie ermöglicht die Untersuchung von Tumorzellen, DNA, und miRNA des Tumors.   

Micro-RNAs sind kleinkettige, nichtkodierende Ribonukleinsäuremoleküle, die die Expression ver-

schiedener Onkogene oder Tumorsuppressorgene regulieren können.  

In der vorliegenden Studie wurden die miRNA-Profile in zwei Patientengruppen mit nicht-

kleinzelligem Lungenkarzinom, die entweder eine lange postoperative Überlebenszeit (long time survi-

vors, LTS) oder eine kurze postoperative Überlebenszeit hatten (short time survivors, STS), mittels 

Microarray-Technik analysiert. Desweiteren wurden fünf miRNAs (hsa-miR-142-3p, hsa-miR-26a-5p, 

hsa-miR-126-3p, hsa-let-7f-5p, und hsa-miR-574-5p) mittels Reverse Transkriptase – quantitative 

Echtzeit Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) quantifiziert und werden als prognostische Biomarker 

für das postoperative Überleben diskutiert. 

Es wurden von Juni 1998 bis Dezember 2011 operierte Patienten mit Lungenkarzinom eingeschlossen, 

von denen Plasmaproben vorhanden und deren Proben fünf Jahre oder älter sind. Überlebenszeiten und 

Todesursachen wurden eruiert. Alle Daten wurden statistisch analysiert.  

Insgesamt wurden 430 Patienten in die Studie eingeschlossen. Die Anzahl der gesamten Sterbefälle 

beträgt 315 (73,3% aller untersuchten Patienten). Die 5-Jahresüberlebensraten unterscheiden sich statis-

tisch nicht in Abhängigkeit vom Geschlecht (45,0% Frauen vs. 36,5% Männer) (p > 0,05), darüber hin-

aus sind die tumorbedingten postoperativen Sterblichkeitsraten bei Männern und Frauen gleich (58,2% 

vs. 60,5%), die mittleren Überlebenszeiten sind jedoch bei tumorbedingt verstorbenen Frauen länger 

(35,5 Monate vs. 24,5 Monate) (p < 0,05).    
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Die 5-Jahresüberlebensraten in Abhängigkeit von der Histologie sind 41,0% beim Adenokarzinom und 

37,4% beim Plattenepithelkarzinom (p > 0,05), und die tumorbedingte postoperative Sterblichkeit ist 

42,7% beim Adenokarzinom und 45,1% beim Plattenepithelkarzinom, d.h. die Histologieformen (A-

denokarzinom vs. Plattenepithelkarzinom) spielen keine wesentliche Rolle für die postoperative Über-

lebenszeit und die Mortalität.    

Bezüglich der Resektionsverfahren sind die 5-Jahresüberlebensraten nach Lobektomie (41,7%) und 

nach Lobektomie mit Bronchusmanschettenresektion (34,8%) höher als nach Pneumonektomie (21,2%) 

(p < 0,05), auch die tumorbedingte postoperative Sterblichkeit ist nach Pneumonektomie mit 77,8% 

höher als nach Lobektomie und Lobektomie mit Manschettenresektion (p < 0,05), die eine ähnliche 

Mortalität (57,1% bzw. 57,5%) haben. Dies zeigt, dass die Lobektomie mit Bronchusmanschettenresek-

tion weiterhin ein gutes alternatives chirurgisches Verfahren für die Pneumonektomie darstellt.  

Die Patienten mit makroskopisch tumorinfiltrierten Resektionsrändern (R2-Status) haben niedrige 5-

Jahresüberlebensraten (25,8%) sowohl im Vergleich mit Patienten mit tumorfreien (R0-Status) als auch 

im Vergleich mit Patienten mit mikroskopisch tumorinfiltrierten Resektionsrändern (R1-Status) (41,3% 

bzw. 40,0%) (p < 0,05). 

Die 5-Jahresüberlebensraten sind höher bei Patienten mit N0-Lymphknotenstatus (48,9%) im Vergleich 

zu N1-Status (32,5%) und N2-Status (14,9%) (P < 0,001). Die Patienten mit N2-Status haben eine hö-

here tumorbedingte postoperative Sterblichkeit (78,9%) im Vergleich mit Patienten mit N0-Status und 

N1-Status (50,8% bzw. 64,3%) (p < 0,05). 

Nach Lymphknotensubklassifizierung des N1-Status und N2-Status zeigt sich trotz kleiner Patienten-

gruppen ein Unterschied in den 5-Jahresüberlebensraten, sie sind bei single level-N1 (N1a) 37,9%, bei 

multilevel-N1 (N1b) 20,0%, bei single level-N2 (N2a) 10,3% und bei multilevel-N2 (N2b) 25,0% (p < 

0,001), die medianen Überlebenszeiten bei single level N1-Status sind länger im Vergleich zu multile-

vel N1 (35 Monate vs. 25 Monate), ähnliches gilt für single level N2-Status und multilevel N2-Status 

(16 Monate vs. 12 Monate) (p < 0,001). Dies zeigt, dass eine Revision der Lymphknotenklassifizierung 

in der kommenden TNM-Klassifizierung erforderlich sein wird.  

Die Analyse der UICC7- und UICC8-Klassifizierung der TNM-Stadien in der vorliegenden Studie 

zeigt, dass die Unterschiede zwischen gleichen Tumorstadien der UICC7- und UICC8-Einteilung 

hauptsächlich in Tumorstadium IIA und in IIIA liegen und die 8. Auflage homogenere Gruppen enthält. 

 

Insgesamt wurden 2549 miRNAs mittels Microarray untersucht. Die statistische Analyse zeigt, dass die 

Expression von 52 miRNAs (2,0%) signifikant unterschiedlich in der LTS-Gruppe gegenüber der STS-

Gruppe ist (p < 0,05). Die Validierung von fünf ausgewählten miRNAs (hsa-miR-142-3p, hsa-miR-

26a-5p, hsa-miR-126-3p, hsa-let-7f-5p und hsa-miR-574-5p) mittels Reverse Transkription – quantita-

tive Echtzeit Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) zeigt die fünf miRNAs in der STS-Gruppe im Ver-

gleich mit der LTS-Gruppe unterexprimiert. Mit Hilfe von DIANA-miRPath v.3.0 Software konnten 57 

KEGG-Signalwege identifiziert werden. Non-small cell lung cancer (hsa05223) ist der wichtigste Sig-
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nalweg beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, er wird von hsa-miR-142-3p, hsa-miR-26a-5p, hsa-

miR-126-3p, hsa-let-7f-5p reguliert. Die hsa-miR-574-5p ist in der vorliegenden Studie ebenfalls in der 

STS-Gruppe unterexprimiert, sie reguliert den genannten Signalweg nicht. Es wurden mehrere miRNA 

Zielgene in dem genannten Signalweg identifiziert, von ihnen acht Gene, die häufig beim nicht-

kleinzelligen Lungenkarzinom mutiert sind (Treibermutationen). Als Onkogene sind es KRAS, EGFR, 

BRAF und EML4-ALK und als Tumorsuppressorgene RARβ, FHIT, INK4a/ARF und p53. Über diese 

Mutationen gibt es bereits medikamentöse Therapieansätze. 
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3 Abstract 

Lung cancer is in Germany the second most common cancer type in males (13.9%) and the third one in 

females (8.5%). Non-small cell lung cancer (NSCLC) represents about 80-85% of all lung cancer cases. 

Surgical resection is the therapy of choice in the early stages of the disease, whereas a multimodal strat-

egy is applied in advanced stages. Though significant progress in the therapeutic approaches of NSCLC 

has been achieved, the tumor-related mortality remains high resulting in five-year survival rates of 

about 15% in males and 18% in females. 

The TNM-Classification describes the anatomical spread of the tumor in relation to tumor size, lymph 

node involvement and presence of metastases. In this manner, the TNM classification guides the thera-

peutic strategies and determines the prognosis of the disease. The classification is constantly evolving 

and the 8th edition is available since 01.01.2017. In our study, the 8th edition of the UICC TNM-

classification has been used; moreover a comparison to the 7th edition concerning the overall prognosis 

has also been made. This has been performed on the basis of a selected patient population. Potential 

prognostic factors such as gender, histology, resection mode and resection margins, as well as the im-

portance of N1- and N2-subclassification have been examined.  

Liquid biopsy represents a useful method for the early diagnosis of NSCLC, enabling the examination 

of tumor cells and the respective DNA and miRNA. Micro-RNAs are small non-coding RNA mole-

cules that regulate the expression of various oncogenes or tumorsuppressor genes. 

In our study, we analyzed the miRNA-profile of two patient-groups with NSCLC using microarray 

technique. The first group included patients with long postoperative survival (long time survivors, LTS) 

and the second group patients with a short postoperative survival (short time survivors, STS).  

Additionally, we quantified five different miRNAs using Reverse transcription-quantitative real time 

polymerase chain reaction (RT-qPCR) to determine their use as prognostic biomarkers for postopera-

tive survival. 

The study included patients with NSCLC operated from June 1998 until December 2011. Plasma sam-

ples obtained from these patients were at least 5 years old. A statistical analysis of all data, including 

survival and cause of death, was performed. 

A total of 430 patients were included in the study. The number of cases of death was 315, accounting 

for 73.3% of all cases. The 5-year survival rate did not differ statistically between males (36,5%) and 

females (45,0%), furthermore the tumor-related postoperative mortality rates of males (58,2%) and 

females (60,5%) were equal. The mean survival time of tumor-related deceased females (35,5%) was 

longer as that of males (24,5%) (p < 0,05). 

The 5-year survival was 41,0% for patients with adenocarcinomas and 37.4% for patients with squa-

mous cell carcinomas (p > 0,05). The tumor-related postoperative mortality was 42.7% for adenocar-

cionma and 45.1% for squamous cell carcinoma. These data imply that histology does not significantly 

influence postoperative survival and mortality.  
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Regarding the resection procedure, 5-year survival rates of 41.7% after lobectomy and 34.8% after lo-

bectomy with bronchial sleeve resection were noted, which were significantly higher as the 21.2% sur-

vival rate after pneumonectomy (p < 0,05). The tumor-related mortality after pneumonectomy was also 

significantly higher as the mortality rates of the other two procedures, showing that a sleeve resection is 

more preferable to a pneumonectomy.  

Patients with a macroscopically incomplete resection of the tumor (R2) had a lower 5-year survival rate 

(25,8%) in comparison to patients with complete resection (R0) or microscopic incomplete resection 

(R1) (41,3% and 40,0% respectively) (p < 0,05). 

Five-year survival rates were higher in patients without lymph node involvement (N0) (48.9%) in com-

parison to N1 (32.5%) or N2 (14.9%) status (p < 0.001). Patients with N2-status had a significantly 

higher tumor-related postoperative mortality (78.9%) as those with N0 (50.8%) and N1 status (64.3%) 

(p < 0.05). 

Further analysis of groups of patients according to a lymph node sub-classification could demonstrate 

statistically important differences between the various subgroups, despite smaller patient numbers. 

Five-year survival rate in N1 single level-subgroup (N1a) was 37.9%, in N1 multilevel-subgroup (N1b) 

20%, in N2 single level-subgroup (N2a) 10.3%  and in N2 multilevel-subgroup (N2b) 25% (p < 0.001) 

The median survival-time in single level N1 lymph node status was longer as in multilevel N1 (35 

months vs 25 months); likewise survival rate in single level N2 status was longer as in multilevel N2 

(16 months vs 12 months). All this implies that a revision of the lymph node classification in the com-

ing TNM-edition would probably be reasonable.  

The analysis of the UICC7- and 8- classification of the TNM-staging in the present study showed that 

the differences between these two editions were mainly observed in tumor stages IIA and IIIA; moreo-

ver the 8th edition contained more homogenous groups. 

 

A total of 2549 miRNAs were studied using microarray. The statistical analysis showed that the expres-

sion of 52 miRNAs (2.0%) was significantly different in the LTS-group compared with the STS-group 

(p < 0.05). The validation of five selected miRNAs using RT-qPCR (hsa-miR-142-3p, hsa-miR-26a-5p, 

hsa-miR-126-3p, hsa-let-7f-5p and has-miR-574-5p) showed that the five miRNAs in the STS-group 

were under-expressed in comparison to the LTS-group. With the help of DIANA-miRPath v.3.0 Soft-

ware, 57 KEGG-signal pathways were identified. Non-small cell lung cancer (hsa05223) is the most 

important pathway in NSCLC and is regulated by hsa-miR-142-3p, hsa-miR-26a-5p, hsa-miR-126-3p, 

hsa-let-7f-5p, but not by has-miR-574-5p. Several miRNA target-genes were identified in this specific 

pathway; eight of them are often mutated in NSCLC (driver-mutations): oncogenes KRAS, EGFR, 

BRAF, and EML4-ALK, and tumor-suppressor genes RARβ, FHIT, INK4a/ARF, and p53. Several thera-

peutic approaches already exist for such mutations.  
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4 Einleitung 

In Deutschland lag nach Angaben des Robert Koch-Instituts (RKI) die Anzahl der Krebsneuerkran-

kungen im Jahr 2014 bei 476 pro 100 000 Personen, dabei fanden sich 53,8 pro 100 000 Personen mit 

Lungenkarzinom. Das Lungenkarzinom ist derzeit bei Männern die zweithäufigste (13,9%) und bei 

Frauen die dritthäufigste (8,5%) Krebsneuerkrankung. Es ist bei Männern die häufigste (24,4%) und 

bei Frauen die zweithäufigste (13,5%) Ursache tumorbedingter Sterblichkeit (RKI und GEKID, 2017). 

Aktives Rauchen ist die Hauptursache der Entstehung des Lungenkarzinoms (85%), darüber hinaus  

erhöht auch die passive Rauchexposition das Risiko für Lungenkrebs. Andere Risikofaktoren haben 

im Vergleich mit dem Rauchen eine untergeordnete Rolle. Es sind Ernährungsgewohnheiten, Lun-

generkrankungen (COPD, α1-Antitrypsinmangel und idiopathische Lungenfibrose), HIV-Infektion, 

berufliche Exposition gegenüber karzinogenen Stoffen und radioaktives Edelgas (Radon) (Nasim et 

al., 2019).   

Nach dem histologischen Befund wird das Lungenkarzinom in zwei Hauptformen eingeteilt, das nicht-

kleinzellige Lungenkarzinom (80-85%) und das kleinzellige Lungenkarzinom (15-20%). Desweiteren 

wird das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom in die zwei Hauptformen Adenokarzinom, welches ca. 

die Hälfte der Lungenkarzinome, und das Plattenepithelkarzinom, das ca. ein Viertel der Lungenkarzi-

nome ausmacht, eingeteilt (Travis, 2011). 

Das Lungenkarzinom gehört weltweit zu den häufigsten krebsbedingten Todesursachen. Dies ist u.a. 

dadurch bedingt, dass ein Großteil der Patienten mit Lungenkarzinom sich zum Zeitpunkt der Diagno-

se in einem fortgeschrittenen Tumorstadium befindet, und eine kurative Therapie nicht mehr möglich 

ist. Die 5-Jahresüberlebensrate der Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom beträgt bei 

Männern 15% und bei Frauen 18% (Jemal et al., 2008).  

Die Therapie der Patienten mit Lungenkarzinom ist abhängig vom Tumorstadium, das mittels TNM-

Klassifizierug der Union for International Cancer Control (vormals Union internationale contre le 

cancer) (UICC) und des American Joint Committee on Cancer (AJCC) festgelegt wird. Das Tumorsta-

dium beurteilt die anatomische Ausbreitung des Tumors in Abhängigkeit von Tumorgröße, Lymph-

knotenbefall und Fernmetastasierung und bestimmt damit Therapie und Prognose. Die TNM-

Klassifizierung wird kontinuierlich modifiziert, die 8. Auflage ist aktuell und ab 01.01.2017 gültig.  

Trotz Weiterentwicklung der Therapien verbesserte sich die Gesamt-5-Jahresüberlebensrate in den 

letzten Jahren nur um ca. 4% (Alberg et al., 2013). Nur 30% der Patienten mit nicht-kleinzelligem 

Lungenkarzinom sind bei der Diagnosestellung operabel.  

Die Frühdiagnose des Lungenkarzinoms ist prognostisch sehr wichtig, sodass in den letzten Jahren 

zunehmend nach Screening-Verfahren zur Frühdiagnose gesucht wurde. Der National Lung Screening 

Trial (NLST) im Jahr 2010 zeigte, dass das Screening von Hochrisikopatienten mit Niedrigdosis-

Computertomographie die Mortalität durch Lungenkarzinom um 20% reduzieren kann. Dies geht an-

dererseits mit falsch positiven Ergebnissen und einer erhöhten Strahlenbelastung der Patienten einher 

(Goulart und Ramsey, 2013). 
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Die Prognose des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms wird von folgenden Faktoren mitbestimmt: 

Tumorstadium, Geschlecht, Allgemeinzustand, Komorbidität, Histologie, Resektionsverfahren, Resek-

tionsstatus und Genotyp.  

In den vergangenen Jahren wurden serologische Tumormarker wie Zytokeratinfragment 21-1 

(CYFRA 21-1), Neuronen-spezifische Enolase (NSE), Pro-Gastrin-releasing Peptide (ProGRP), karzi-

noembryonales Antigen (CEA) und Squamous Cell Carcinoma Antigen (SCCA) für die Differenzial-

diagnose oder als Hinweis auf Tumorrezidiv, Metastase und Ansprechen auf multimodale Therapie 

beim Lungenkarzinom angewandt. Sie zeigten im Verlauf niedrige Sensitivität und Spezifität.  

Es wurden darüber hinaus die genetischen Veränderungen der Malignome erforscht. Dies führte zur 

Entwicklung der Liquid Biopsy. Sie ist eine vielversprechende Methode zum Nachweis von Tumor-

zellen, DNA, miRNA oder sogar den Mutationen der Tumorzellen im Blut von Patienten mit Lungen-

karzinom. Zunehmend werden die miRNAs, die eine Familie kleinkettiger nichtkodierender RNA 

darstellen, als Biomarker zur Frühdiagnose und Prognose des Lungenkarzinoms untersucht. Sie befin-

den sich in allen Körperflüssigkeiten und besitzen eine hohe Stabilität.  

In der vorliegenden Studie wird die prognostische Wertigkeit der TNM-Klassifizierung nicht-

kleinzelliger Lungenkarzinome diskutiert. Desweiteren werden die miRNA-Profile und die Rolle von 

fünf miRNAs als prognostische Biomarker für das postoperative Überleben im Plasma von Patienten 

mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom analysiert. 

4.1 TNM-Klassifizierung 

Die TNM-Klassifizierung ist weltweit die häufigste in der Medizin verwendete Methode zur Definiti-

on der anatomischen Ausbreitung bösartiger Tumoren und deren Einteilung in Stadien. Sie erlaubt 

prognostische Aussagen und kann die Therapie des Patienten entscheiden. T-Primärtumor, N-

regionale Lymphknoten, und M-Fernmetasen sind die drei wichtigsten Parameter des TNM-Systems. 

Grundlage dieser Einteilung sind retrospektive Studien von Patientenkollektiven der jeweiligen Tumo-

rentität.  

Sinn der TNM-Klassifizierung ist es, durch die Kombination der T-, N-, und M-Faktoren Stadien zu 

bilden, in denen Patienten signifikant unterschiedliche Prognosen haben.  

Das Ziel ist, für die Patienten in den verschiedenen Stadien mit unterschiedlichen Prognosen unter-

schiedliche Therapien, insbesonders Therapiekombinationen, zu entwickeln, die zu einer Prognose-

verbesserung führen.  

Abbildung 1 zeigt die Tumorstadien der 8. Auflage der TNM-Klassifizierung für Lungenkarzinome. 

Die Überlebensraten der Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (Non-Small Cell Lung 

Cancer, NSCLC) in den aus der TNM-Klassifizierung generierten Stadien sind signifikant unter-

schiedlich (Goldstraw et al., 2016). 

Die Einteilung der Tumoren in Stadien erlaubt die einheitliche und schnell nachvollziehbare Erfolgs-

beurteilung durchgeführter Therapien und die internationale Vergleichbarkeit von Behandlungsergeb-

nissen. 
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8. Auflage der TNM-Klassifizierung 2-Jahresüberlebensrate 5-Jahresüberlebensrate 

IA1 97% 90% 

IA2 94% 85% 

IA3 92% 80% 

IB 89% 73% 

IIA 82% 65% 

IIB 76% 56% 

IIIA 65% 41% 

IIIB 47% 24% 

IIIC 30% 12% 

 

 

Abbildung 1: Überlebensraten in den verschiedenen Tumorstadien entsprechend der 8. Auflage der TNM-

Klassifizierung (Goldstraw et al., 2016). 

4.1.1 Geschichte der TNM-Klassifizierung 

Die Geschichte der Etablierung der Tumorklassifizierung beginnt in den 1950er Jahren. P. Denoix, 

chirurgischer Onkologe im Gustave Roussy Institut in Paris, ist der Begründer der Tumor-

Klassifizierung. Er beschrieb ein System zur Bewertung der anatomischen Ausdehnung maligner Tu-

moren anhand der T-, N-, M-Parameter (Denoix, 1952). 

Die erste Tumor-Klassifizierung wurde nach Diskussionen und durch Konsensusmeinungen und ohne 

Datenbank durchgeführt.  

Die 1. TNM-Auflage wurde im Jahr 1968 durch die Union internationale contre le cancer publiziert 

(UICC, 1968). Aktuell wird für UICC meist der Name Union for International Cancer Control benutzt.  

Clifton Mountain publizierte im Jahr 1973 eine Datenanalyse von 2155 Patienten mit Lungenkarzinom 

und schlug ein System zum Staging der Lungenkarzinome vor (Mountain et al., 1974). Seine Vorschlä-

ge wurden als TNM-System übernommen und bildeten die Grundlage für die 2. TNM-Auflage der 
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UICC, die im Jahr 1975 erschien (UICC, 1975), und die 1. Auflage des American Joint Committee on 

Cancer (AJCC) Staging Manual (AJCC, 1977). 

Seit 1987 entwickeln und publizieren UICC und AJCC die Einteilung der Tumoren nach dem TNM-

System zusammen.  

Die 5. TNM-Auflage wurde im Jahr 1997 veröffentlicht (Hermanek et al., 1997).  

In einem Workshop der International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC) in London 

präsentierte Mountain im Jahr 1996 die Revision der 5. TNM-Auflage. Auf Grund der Konstellation 

kleine Datenmenge und alte Daten mit fast ausschließlicher Berücksichtigung chirurgischer Patienten 

wurde empfohlen, ein Staging Committee der IASLC zu etablieren. Das Staging Committee der 

IASLC entwickelte für UICC und AJCC die späteren Revisionen (Goldstraw, 1997; Mountain und 

Dresler, 1997).  

Mountain führte die Entwicklung der TNM-Stadiierung bis zur 6. TNM-Auflage mit seiner Datenbank 

von zuletzt 5319 Fällen fort (Greene et al., 2002)  

Die 7. TNM-Auflage wurde erstmals von der IASLC entwickelt und von UICC und AJCC im Sep-

tember 2009 -die deutsche Version im Jahr 2010- publiziert. Sie enthält neue Klassifizierungen wie 

z.B. Gastrointestinale Stromatumoren (GIST) und wesentliche Veränderungen der vorherigen Klassi-

fizierung von Ösophaguskarzinom, Lungenkarzinom und Kolonkarzinom (Wittekind und Meyer, 

2010). Deutliche Änderungen entstanden im Bereich Lungenkarzinom. Sie basieren auf den Ergebnis-

sen einer Datenanalyse der IASLC von über 80 000 Patienten mit Lungenkarzinom (Goldstraw et al., 

2007).  

Auf Grund der Daten von fast 100 000 Patienten mit Beteiligung von 46 Zentren in 19 Ländern und 

nach Empfehlung des Stagingprojektes der IASLC wurde Ende 2015 die 7. TNM-Auflage von AJCC 

und UICC revidiert. Seit 01.01.2017 ist die 8. Auflage in Kraft (Goldstraw et al., 2016). 

4.1.2 Die Faktoren des TNM-Systems 

4.1.2.1 T (Tumor)  

Hier werden die Tumorausbreitung und das Verhalten des Primärtumors beschrieben.  

• Größter Tumordurchmesser. 

• Infiltrationstiefe des Primärtumors. 

• Befall des Hauptbronchus. 

• Tumoröse Hauptkarinainfiltration. 

• Befall der Pleura visceralis. 

• Assoziation mit Atelektase oder obstruktiver Pneumonitis.  

• Assoziation mit anderen Tumorherden.  

• Invasion des Primärtumors in die folgenden Strukturen: Thoraxwand, Nervus phrenicus, Peri-

kard, Diaphragma, Mediastinum, Herz, große Gefäße, Trachea, Nervus recurrens, Ösophagus, 

Wirbelkörper. 
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4.1.2.2 N (Lymphknotenbefall)  

Das lymphatische System der thorakalen Organe enthält eine Vielzahl von Lymphknoten. Die 

Lymphknoten werden in 14 topografische Stationen eingeteilt und von 1 bis 14 nummeriert. Die ext-

rapulmonalen mediastinalen Lymphknotenstationen tragen einstellige Nummern (1 bis 9), und reprä-

sentieren N2- und N3-Status. Die pulmonalen Lymphknotenstationen tragen zweistellige Nummern 

(10 bis 14) und stellen den N1-Status dar (Rusch et al., 2007). 

Gemäß den Empfehlungen der European Society of Thoracic Surgery (ESTS) werden die Lymphknoten 

als selektive Lymphknotenbiopsie bzw. Lymphknotensampling bei nicht resezierbaren Tumoren, als 

lungenlappenspezifische systematische Lymphknotendissektion für periphere T1-nicht-kleinzellige 

Lungenkarzinome, oder erweiterte Lymphknotendissektion oder systematische Lymphknotendissektion 

bei Patienten mit T ≥ 2 cm nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom entnommen (De Leyn et al., 2014). 

Bei der systematischen Lymphknotendissektion werden drei mediastinale Lymphknotenstationen ent-

nommen, wobei immer die Station 7 mitentfernt wird. Dazu werden auch die hilären und intrapulmona-

len Lymphknoten disseziert (Lardinois et al., 2006). 

Der Lymphknotenbefall wird beschrieben als:  

• Nx= Lymphknotenbefall kann nicht bestätigt werden. 

• N0= kein regionaler Lymphknotenbefall. 

• N1= Befall der ipsilateralen peribronchialen und/oder ipsilateralen hilären und intrapulmonalen 

Lymphknotenstationen, einschließlich einer direkten Infiltration des Primärtumors in benach-

barte Lymphknoten (Infiltration per continuitatem). 

• N2= Befall der ipsilateralen mediastinalen und/oder der subkarinalen Lymphknotenstationen. 

• N3= Befall der kontralateralen mediastinalen und hilären Lymphknotenstationen oder skaleni-

schen oder supraklavikulären Lymphknotenstationen (ipsi- oder kontralateral). 

Eine Lymphknotenmetastase wird endgültig durch histologische Untersuchung der intraoperativ ge-

wonnenen Lymphknoten gesichert.  

Sowohl die Zahl der befallenen Lymphknoten als auch deren Lokalisation besitzen eine wichtige prog-

nostische Rolle beim Lungenkarzinom (Luzzi et al., 2000).  

In den Jahren 1986 und 1988 beschrieben Sawamura et al. bzw. Naruke et al., dass die mittlere Überle-

benszeit bei N2-Status und kompletter Resektion der mediastinalen Lymphknoten länger ist als nach 

einer nichtoperativen Therapie .  

Rusch et al. zeigten, dass die Prognose deutlich schlechter bei multilevel N1-Lymphknotenbefall im 

Vergleich zu single level N1-Lymphknotenbefall ist (Rusch et al., 2007).  

4.1.2.3 Naruke lymph node map vs. Mountain-Dresler lymph node map 

Die Lymphknoten werden entweder nach der Japan Lung Cancer Society als Naruke 

Lymphknotenkarte  (Naruke et al., 1978) oder nach der American Thoracic Society (ATS) und dem 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) als Mountain-Dresler (MD-ATS) Lymphknotenkarte 

(Mountain und Dresler, 1997) benannt.  
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Der Hauptunterschied zwischen den Einteilungen liegt darin, dass in der Naruke Lymphknotenkarte die 

subkarinalen Lymphknoten entlang der inferioren Kante des Haptbronchus als Station 10 d.h. N1-

Status, aber in der MD-ATS Lymphknotenkarte als Station 7 d.h. N2-Status gerechnet werden. Dies 

führt dazu, dass in dem Datenpool, der der AJCC vorliegt, N1 und N2 verschieden definiert ist, und 

somit keine korrekte Statistik über die N-Stationen möglich ist.  

Wegen der Diskrepanzen zwischen Naruke- und Mountain-Dresler Lymphknotenkarten wurde von der 

IASLC eine modifizierte Lymphknotenkarte veröffentlicht (Rusch et al., 2009). 

4.1.2.4 M (Fernmetastasen beim Lungenkarzinom) 

Fernmetastasen sind Absiedlungen von Tumorgewebe in anderen Organen, die sich nicht in der Nähe 

des Primärtumors und des regionalen Lymphknotensystems befinden. Die Fernmetastasierungswege 

des Lungenkarzinoms können hämatogen und/oder lymphogen sein. Die häufigsten Metastasierungslo-

kalisationen bei Lungenkarzinomen sind Hirn, Knochen, Nebennieren, Leber.  

     Fernmetastasen werden im TNM-System beschrieben als:  

• M0= keine Fernmetastasierung des Primärtumors. 

• M1= Fernmetastasierung des Primärtumors. 

• M1a= Tumorherde in der anderen Lunge oder Pleurabefall oder maligner Pleura- oder Perikar-

derguss. 

• M1b= Fernmetastasierung (7. Auflage) bzw. solitäre extrathorakale Fernmetastasierung (8. 

Auflage). 

• M1c= mehrere extrathorakale Fernmetastasen in einem oder in multiplen Organen (8. Auflage). 

4.1.3 Siebente Auflage der TNM-Klassifizierung für das Lungenkarzinom (UICC, 

AJCC) 

Die 7. Auflage der TNM-Klassifizierung für das Lungenkarzinom wurde im Januar 2010 veröffentlicht 

(Wittekind, 2010). 

Die Hauptänderungen im Vergleich mit der 6. Auflage betreffen die Größenabstufung des Primärtu-

mors. Die Tumorgröße von 2 cm trennt T1a von T1b, die Tumorgröße von 5 cm trennt T2a von T2b, 

und die Tumorgröße von 7 cm trennt T2b von T3.  

Getrennter Tumorherd (Satellit) im gleichen Lappen wird als T3 und ein Tumorherd in einem anderen 

ipsilateralen Lappen wird als T4 eingestuft.  

Sowohl maligne Pleura- oder Perikardergüsse als auch getrennte Tumorherde in kontralateralen Lappen 

werden von T4 in M1a umgruppiert. Fernmetastasen werden zu M1b.  

Die Lymphknotenklassifizierung blieb unverändert, und zum ersten Mal wurden die bronchopulmona-

len Karzinoide nach TNM-System eingestuft (Travis et al., 2008). 
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T 

Tx 
Der Tumor kann nicht diagnostiziert werden oder Nachweis von bösartigen Zellen im 

Sputum oder in der bronchoalveolären Lavage ohne lokalisation eines Tumors. 

T0 Kein Primärtumor. 

Tis Carcinoma in situ. 

T1 
Tumorgröße ≤ 3 cm, umgrenzt von Lungengewebe oder Pleura viszeralis ohne Lappen-

bronchusinfiltration. 

T1a Tumorgröße ≤ 2 cm. 

T1b Tumorgröße ˃ 2 cm und ≤ 3 cm. 

T2 

Tumorgröße ˃ 3 cm und ≤ 7 cm oder Primärtumor mit Hauptbronchusinfiltration (≥ 2 cm 

Abstand von Hauptkarina) oder Infiltration der Pleura viszeralis oder Primärtumor mit 

Atelektase bzw. obstruktiver Pneumonie ohne Befall der gesamten Lunge. 

T2a Tumorgröße ˃ 3 cm aber ≤ 5 cm. 

T2b Tumorgröße ˃ 5 cm aber ≤ 7 cm. 

T3 

Tumorgröße ˃ 7 cm oder Primärtumor mit Infiltration von Thoraxwand (einschl. Tumoren 

mit Pancoast-Syndrom), Zwerchfell, N. phrenicus, Pleura mediastinalis, Perikard oder 

Hauptbronchusinfiltration (˂ 2 cm Abstand von Hauptkarina ohne Hauptkarinainfiltrati-

on), oder Primärtumor mit Atelektase bzw. obstruktiver Pneumonie der gesamten Lunge 

oder mit separatem Tumorherd im selben Lungenlappen. 

T4 

Primärtumor jeder Größe mit Infiltration einer oder mehrerer Strukturen (Mediastinum, 

Herz, große Gefäße, Trachea, N. recurrens, Ösophagus, Wirbelkörper, Hauptkarina) oder 

separater Tumorherd in einem anderen Lungenlappen der gleichen Seite. 

Tabelle 1: Größenabstufung des Primärtumors in der 7. Auflage der TNM-Klassifizierung (UICC, AJCC). 

Stadium T N M 

Okkultes Karzinom Tx N0 M0 

Stadium 0 Tis N0 M0 

Stadium IA T1a-T1b N0 M0 

Stadium IB T2a N0 M0 

Stadium IIA 
T1a-b,T2a N1 M0 

T2b N0 M0 

Stadium IIB 
T2b N1 M0 

T3 N0 M0 

Stadium IIIA 

T1a-T3 N2 M0 

T3 N1 M0 

T4 N0-N1 M0 

Stadium IIIB 
T4 N2 M0 

T1a-T4 N3 M0 

Stadium IV jedes T Jedes N M1a oder M1b 

Tabelle 2: 7. Auflage der TNM-Klassifizierung (UICC, AJCC), Stadieneinteilung. 
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4.1.4 Achte Auflage der TNM-Klassifizierung für das Lungenkarzinom (UICC, AJCC) 

Die 8. Auflage der TNM-Klassifizierung für das Lungenkarzinom ist seit 01.01.2017 gültig. Es gibt 

Veränderungen in den T- und M-Parametern und in der Stadiengruppierung. Das minimalinvasive A-

denokarzinom wird als T1mi aufgenommen. Die Tumorgröße bis 1 cm wird als T1a, > 1 cm bis 2 cm 

als T1b, > 2 cm bis 3 cm als T1c, > 3 bis 4 cm als T2a, und > 4 bis 5 cm als T2b eingestuft. T3 liegt 

zwischen 5 und 7 cm, und T4 ist jeder Tumor, der größer als 7 cm ist.  

Der Befall des Hauptbronchus ist jetzt generell T2. Die Tumorinfiltration des Zwerchfells wird zu T4. 

Das Vorliegen von Atelektase oder Pneumonie wegen Tumor wird als T2 eingruppiert.  

Die solitären extrathorakalen Fernmetastasen werden zu M1b und mehrere extrathorakale Metastasen in 

einem oder verschiedenen Organen zu M1c. 

T 

Tx 
Der Tumor kann nicht diagnostiziert werden oder Nachweis von bösartigen Zellen im 

Sputum oder in der bronchoalveolären Lavage ohne lokalisation eines Tumors. 

T0 Kein Primärtumor. 

Tis Carcinoma in situ. 

T1 
Tumorgröße ≤ 3 cm, umgrenzt von Lungengewebe oder Pleura viszeralis ohne Lappen-

bronchusinfiltration. 

T1mi minimalinvasives Adenokarzinom. 

T1a Tumorgröße ≤ 1 cm. 

T1b Tumorgröße ˃ 1 cm aber ≤ 2 cm. 

T1c Tumorgröße ˃ 2 cm aber ≤ 3 cm. 

T2 

Tumorgröße ˃ 3 cm aber ≤ 5 cm oder Primärtumor mit Hauptbronchusinfiltration (unab-

hängig vom Abstand zur Hauptkarina) oder Infiltration der Pleura viszeralis oder Primär-

tumor mit Atelektase bzw. obstruktiver Pneumonitis.                             

T2a Tumorgröße ˃ 3 cm aber ≤ 4 cm. 

T2b Tumorgröße ˃ 4 cm aber ≤ 5 cm. 

T3 

Tumorgröße ˃ 5 cm aber ≤ 7 cm oder Primärtumor mit separaten Tumorherden im selben 

Lungenlappen oder Primärtumor mit Infiltration von Thoraxwand (einschl. Tumoren mit 

Pancoast-Syndrom), N. phrenicus, Perikard. 

T4 

Tumorgröße ˃ 7 cm, oder Primärtumor mit separaten Tumorherden in einem anderen Lun-

genlappen der gleichen Seite, oder Infiltration des Primärtumors in eine oder mehrere 

Strukturen (Zwerchfell, Mediastinum, Herz, große Gefäße, Trachea, N. laryngeus recur-

rens, Ösophagus, Wirbelkörper, Hauptkarina). 

Tabelle 3: Größenabstufung des Primärtumors in der 8. Auflage der TNM-Klassifizierung (UICC, AJCC) (Gold-

straw et al., 2016). 

Stadium T-Kategorie N-Kategorie M-Kategorie 

Okkultes Karzinom Tx N0 M0 

Stadium 0 Tis N0 M0 

Stadium IA T1 N0 M0 

Stadium IA1 T1mi, T1a N0 M0 

Stadium IA2 T1b N0 M0 

Stadium IA3 T1c N0 M0 
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Stadium IB T2a N0 M0 

Stadium IIA T2b N0 M0 

Stadium IIB 
 

T1a-c, T2a-b N1 M0 

T3 N0 M0 

Stadium IIIA 

T1a-c, T2a-b N2 M0 

T3 N1 M0 

T4 N0-N1 M0 

Stadium IIIB 
T3, T4 N2 M0 

T1a-c, T2a-b N3 M0 

Stadium IIIC T3, T4 N3 M0 

Stadium IV jedes T Jedes N M1 

Stadium IVA jedes T Jedes N M1a, M1b 

Stadium IVB jedes T Jedes N M1c 

Tabelle 4: 8. Auflage der TNM-Klassifizierung (UICC, AJCC), Stadieneinteilung (Goldstraw et al., 2016). 

4.2 Karzinogenese  

Ein Karzinom entsteht durch eine komplexe Interaktion zwischen genetischen und epigenetischen Vor-

gängen. Die Änderungen, die zur Tumorzellentwicklung führen, betreffen Wachstumssignale, man-

gelnden Zelltod, ungeregelte Zellproliferation, Vaskulogenese und Angiogenese, Widerstand gegen 

wachstumsinhibierende Signale und die Fähigkeit zur lokalen Invasion und Fernmetastasierung 

(Hanahan und Weinberg, 2000). Für das Lungenkarzinom sind typische genetische Veränderungen 

beschrieben. Sie betreffen Chromosomeninstabilität, abnorme Genexpression in der Zellzykluskontrol-

le, allelische Verluste und Genmutationen (Onko- und Tumorsuppressoregene) (Travis et al., 2015).  

Am häufigsten tritt eine Aberration des TP53-Tumorsuppressorgens in Lungenkarzinomen auf (Pfeifer 

et al., 2002). Das p53 Protein wird vom TP53-Tumorsuppressorgen kodiert, spielt eine übergeordnete 

Rolle im Zellzyklus und fungiert als „Wächter des Genoms“. Seit langem ist bekannt, dass das mutierte 

p53 Protein ein kritischer Faktor bei der Entstehung verschiedener maligner Tumoren ist, denn es än-

dert in der mutierten Form seine Funktion vom Suppressorgen zum Onkogen. Es gibt derzeit noch kei-

ne Möglichkeit, das mutierte p53 zu eliminieren. Das könnte jedoch in Zukunft durch medikamentöse 

Beeinflussung von Masterregulatoren der p53 Expression, z.B. Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

(PIP2), gelingen (Choi et al., 2019).  

Das erste identifizierte und molekular definierte Tumorsuppressorgen ist das RB1 Gen (retinoblastoma 

susceptibility protein gene). Mutationen des Gens sind in fast allen Formen des Retinoblastoms vorhan-

den und kommen auch in verschiedenen anderen Tumoren vor. Die Wirkung des Retinoblastomproteins 

(pRb) besteht in erster Linie in der Wachstumskontrolle von Zellen (Dyson, 2016).  

Eine weitere karzinogene genetische Veränderung ist der Verlust der Heterozygotie auf dem kurzen 

Arm von Chromosom 3. Dieser Arm von Chromosom 3 hat Tumorsupressorgene, die wahrscheinlich in 

der Lungenkarzinogenese eine Rolle spielen:  

• RASSF1 (Ras association domain family member 1) (Ren et al., 2017). 
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• SEMA3B (semaphorin 3B) (Loginov et al., 2015). 

• FHIT (fragile histidine triad) (Lee et al., 2017). 

Weitere Mutationen von Tumorsupressorgenen treten beim APC-Gen (APC regulator of Wnt signaling 

pathway) auf. Es befindet sich auf Chromosom 5 und kodiert das APC-Protein, das als Antagonist im 

Wnt-Signalweg wirkt (Ohgaki et al., 2004).  

Darüber hinaus spielen die Amplifikationen des MYC-Gens (MYC proto-oncogene, bHLH transcription 

factor) eine Rolle beim Lungenkarzinom (Flacco et al., 2015).  

Innerhalb der verschiedenen histologischen Varianten der Lungenkarzinome gibt es weitere Untergrup-

pen, die durch molekulare Veränderungen im Genom der Tumoren charakterisiert sind. Es handelt sich 

um Mutationen, Translokationen und Amplifikationen. Da sie für das maligne Wachstum der Zellen 

verantwortlich sind, heißen sie Treibermutationen (driver mutation) (Tabelle 5). Über die Beeinflussung 

der Genprodukte der mutierten Gene kann eine zielgerichtete Behandlung der Tumoren möglich sein.  

Gen Genetische Veränderungen 

EGFR (epidermal growth factor receptor) Exon 18-21 Mutationen 

ALK (Anaplastic lymphoma kinase) Translokationen 

ROS1 (proto-oncogene, receptor tyrosine kinase) Translokationen 

KRAS (proto-oncogene, GTPase) Exon 2,3 Mutationen 

BRAF (proto-oncogene, serine/threonine kinase) V600E-Mutation 

MET (proto-oncogene, receptor tyrosine kinase) Exon 14 Mutationen, Amplifikationen 

PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase 

catalytic subunit alpha) 

Amplifikationen 

 

FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1) Amplifikationen 

DDR2 (discoidin domain receptor tyrosine kinase 2) R105S und N456S Mutationen 

PTEN (phosphatase and tensin homolog) Mutationen, Deletionen 

ERBB2 (erb-b2 receptor tyrosine kinase 2, auch HER2 

genannt) 

HER2/ERBB2-Amplifikationen 

HER2/ERBB2-Mutationen 

NTRK1, NTRK2, NTRK3 (neurotrophic receptor tyrosine 

kinase 1, 2, 3) 

Translokationen 

 

Tabelle 5: Übersicht über die häufigsten Treibermutationen, die bei den verschiedenen histologischen Formen 

der Lungenkarzinome auftreten und derzeit oder zukünftig zielgerichtet medikamentös therapiert werden können. 

Die genetischen Veränderungen sind Mutationen, Translokationen, Amplifikationen und Deletionen. 

Die genetischen Veränderungen, die zur Tumorentstehung beitragen, sind meist Mutationen, die die 

Basenpaare der DNA betreffen. Es muss aber nicht immer die Basenfolge der DNA verändert werden, 

um z.B. Onkogene zu aktivieren oder Tumorsuppressorgene zu deaktivieren. Sogenannte epigenetische 

Veränderungen können einen ähnlichen oder gleichen Effekt haben. In den normalen Körperzellen 

bestimmen epigenetische Mechanismen, welche Gene aktiv sind. Gene, die in einer hochspezialisierten 

Zelle nicht benötigt werden, werden abgeschaltet. Es gibt drei Mechanismen, durch die auf diesem Weg 

die Genexpression beeinflusst werden kann (Portela und Esteller, 2010):  

• DNA-Methylierung 
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• Histon-Modifizierung 

• Gen-Silencing durch miRNAs 

DNA-Methylierung ist die wichtigste epigenetische Maßnahme. Unter diesem Begriff versteht man die 

chemische Anlagerung von Methylgruppen (-CH3) an bestimmte Nukleotide der DNA. Dieser Prozess 

wird durch das Enzym DNA Methyltransferase (DNMT) katalysiert (Shen und Waterland, 2007). Die 

DNA-Sequenz wird durch diese Methylierung nicht verändert, sondern die Genexpression wird modifi-

ziert.  

Die Methylierung der Cytosine in der Promotorregion eines Gens führt zur Inhibierung der Genexpres-

sion. Die Methylierungsmuster der DNA verschiedener Gene unterscheiden sich bei verschiedenen 

histologischen Formen des Lungenkarzinoms (Hanabata et al., 2004). DNA-Methylierungsmuster als 

Biomarker zur Frühdiagnose der Lungenkarzinome wurden in verschiedenen Körperflüssigkeiten 

(Sputum, bronchiale Lavage und Blut) untersucht. Blutproben (Plasma oder Serum) zeigten die besten 

Ergebnisse (Sensitivität 84%, Spezifität 74%) (Zhang et al., 2011b).  

Histone sind alkalische Proteine, die von Albrecht Kossel im Jahr 1884 entdeckt wurden. Sie befinden 

sich im Zellkern und sind der Hauptbestandteil des Chromatins. Sie fungieren als Verpackung der DNA 

und bilden Spulen, um die sich die DNA wickelt, sind somit am Aufbau der Nukleosomen beteiligt. Sie 

spielen auch in der Genexpression eine wichtige Rolle. Histone werden durch unterschiedliche chemi-

sche Prozesse (Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung oder Sumoylierung) 

modifiziert. Histonmodifizierungen können die Bindung von regulierenden Faktoren fördern oder 

hemmen, sie können auch direkt die räumliche Struktur der DNA und somit die Genexpression beein-

flussen. Es wurde in den letzten Jahren über verschiedene Histonmodifizierungen bei bösartigen Er-

krankungen berichtet. Histonmodifizierungen wurden auch als Biomarker für Lungenkarzinome unter-

sucht (Sawan und Herceg, 2010).  

MicroRNAs sind kleine, nicht kodierende Ribonukleinsäuren, die die Expression von Zielgenen regu-

lieren und dadurch eine Rolle auf der epigenetischen Ebene spielen (Garzon et al., 2009). 

4.3  MicroRNA 

4.3.1 Definition, Geschichte  

Micro-Ribonukleinsäuren (miRNAs) sind eine Familie von kurzkettigen, einsträngigen, hoch konser-

vierten, nichtkodierenden RNAs, die aus 18 bis 24 Nukleotiden (nt) bestehen. Es gibt sie bei Pflanzen  

und Tieren. Sie repräsentieren 1-2% des menschlichen Genoms und binden an messenger-RNA-

Moleküle (mRNA), regulieren damit die Genexpression (hauptsächlich durch Gen-Silencing). Es wird 

vermutet, dass die miRNAs mehr als 30% der menschlichen Gene regulieren. Sie können als Tumor-

suppressor oder Onkogen in verschiedenen Tumoren wirken (Swanton und Beck, 2014). Durch die 

Überexpression onkogener miRNAs im Tumor werden die Expression von Tumorsuppressorgenen 

inhibiert und onkogene Transkriptionsfaktoren exprimiert. Suppressor miRNAs regulieren die Expres-

sion von Onkogenen (z.B. c-Myc) herunter (Biamonte et al., 2019).  
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1993 entdeckten Lee et al. in Caenorhabditis elegans (Fadenwurm aus der Gruppe der Rhabditiden) die 

erste miRNA. Sie spielt eine wichtige Rolle in dessen Entwicklung (Lee et al., 1993). Lee et al. identi-

fizierten bei C. elegans das Gen lin-4, es ist an der C. elegans Entwicklung beteiligt und kodiert kein 

Protein, sondern zwei kurzkettige RNA-Moleküle mit 60 bzw. 20 Nukleotiden. Ersteres ist eine pre-

microRNA, die zweite und kleinere RNA stellt die reife microRNA dar und reguliert das lin-14 Gen 

und das lin-28 Gen. Die lin-4 miRNA verhindert die mRNA Translation durch Bindung an eine kom-

plementäre Sequenz in der 3ˋUTR Region des lin-14- und des lin-28-Transkripts. Es wurde zunächst 

vermutet, dass dieses Gene-Silencing Regulationsphänomen mittels miRNA spezifisch für C. elegans 

sei. Eine weitere miRNA bei C. elegans, die durch Regulierung der Expression des Gens lin-4 an der 

Entwicklung beteiligt ist, ist let-7. Es zeigte sich, dass die let-7 miRNA in verschiedenen Tierspezies, 

einschließlich Fliegen und Säugetieren, in evolutionär hochkonservierte Form vorkommt.  

Aktuell sind beim Menschen mehr als 2500 miRNAs bekannt (Kozomara und Griffiths-Jones, 2014).   

4.3.2 Nomenklatur  

Der Begriff „micro-RNA” wurde erstmals 2001 benutzt (Ruvkun, 2001), und die einheitliche Nomen-

klatur der miRNAs wurde von Ambros et al. im Jahr 2003 vorgestellt (Ambros et al., 2003). Mit Aus-

nahme von let- und lin-miRNAs werden die miRNAs nach bestimmten Regeln benannt. Die ersten drei 

Buchstaben sind spezifisch für jede Spezies. Sie entsprechen dem abgekürzten lateinischen Namen. 

Beispielsweise steht für Mensch (Homo sapiens) "hsa" (z.B. hsa-miR-142-3p), und für Ratte (Rattus 

norvegicus) "rno" (z.B. rno-mir-1). Dann folgt die Abkürzung „miR-“ mit Identifikationsnummer (z.B. 

miR-142).  

Das miRNA-kodierende Gen wird mit der gleichen Buchstabenfolge benannt, aber in anderer Schreib-

weise, mit großen Buchstaben oder in kursiver Schrift (z.B. mir-1 in C. elegans).  

Die Identifikationsnummer wird sequentiell erstellt, d.h. unabhängig vom Organismus bekommen die 

komplett übereinstimmenden und die annähernd übereinstimmenden miRNAs die gleiche Nummer. 

Übereinstimmende miRNAs eines Organismus mit Ursprung von verschiedenen Genloci werden mit 

zusätzlichen Zahlen bezeichnet (z.B. „miR-23-1“, „miR-23-2“).  

Mit zusätzlichen Buchstaben werden ähnliche miRNAs (Unterschied in einem oder in zwei Nukleoti-

den) bezeichnet (z.B. miR-181a und miR-181b).  

Wenn zwei miRNAs von einer pre-miRNA (precursor-miRNA) stammen und miRNA-

Klonierungsstudien die Differenzierung zwischen Leitstrang und Begleitstrang ermöglichen, wird der 

Begleitstrang mit Sternchen bezeichnet (z.B. Leitstrang miR-56 und Begleitstrang miR-56*). Falls die 

Identifizierung des Leitstrangs der miRNA nicht möglich ist, wird „-3p“ für miRNA vom 3ˋ-Arm der 

pre-miRNA und „-5p“ für miRNA vom 5ˋ-Arm der pre-miRNA eingesetzt (z.B. miR-142-3p und miR-

574-5p).  
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4.3.3 Biosynthese, Wirkmechanismen, Regulation der Biosynthese 

Die Biogenese der miRNA, ihr Wirkmechanismus und die Regulation der Biosynthese sind in Abbil-

dung 2 dargestellt. Die Biosynthese der miRNA ist ein Prozess, der an eigenständigen miRNA Genen 

beginnt. Die miRNA-kodierenden Gene befinden sich auf Chromosomen in unterschiedlichen Lokalisa-

tionen, als eigenständiges intergenetisches miRNA-Gen oder in Introns oder Exons Protein kodierender 

Gene (Olena und Patton, 2010).  

Als erster Schritt wird das miRNA-Gen mittels RNA-Polymerase II, oder bei einigen intergenischen 

miRNAs mittels RNA-Polymerase III (Borchert et al., 2006) transkribiert. Die Transkripte sind einzel-

strängig und bilden durch intramolekulare Basenpaarung Haarnadelstrukturen (hairpin). Sie bestehen 

aus 500 bis 3000 Nukleotiden und werden primäres miRNA-Transkript (primary microRNA, pri-

miRNA) genannt. Die Reifung der miRNA erfolgt schrittweise durch die Prozessierung (posttranskrip-

tionelle Modifizierung) der pri-miRNA. Das RNase-III-Enzym Drosha beginnt den Prozess im Zell-

kern. Es bildet mit dem Protein DiGeorge syndrome critical Region Gene (DGCR8, Pasha bei Droso-

phila melanogaster) den Mikroprozessor-Komplex. Durch den Mikroprozessor-Komplex werden 70–80 

Nukleotide herausgeschnitten, das entstehende Produkt wird als precursor miRNA (pre-miRNA, Vor-

läufer-miRNA) bezeichnet.  

Beim intronischen miRNA-Gen entsteht die pre-miRNA durch Spleißen der pri-miRNA und nicht 

durch Prozessieren mit dem Mikroprozessor-Komplex (Kim et al., 2009).  

Die pre-miRNA wird durch die Kernmembran ins Zytoplasma mit Hilfe von Exportin-5 (XPO5, Ex-

portrezeptor) und Ras-related nuclear protein (RanGTP, auch GTP-binding nuclear protein Ran) trans-

portiert (Bohnsack et al., 2004). Dann verbindet sich das RNase-III-Enzym Dicer mit dem transactiva-

tion-responsive RNA-binding protein (TRBP) und schneidet die pre-miRNA in kurze doppelsträngige 

RNA (dsRNA) mit 17–24 Nukleotiden (miRNA-miRNA*-Duplex) (Ketting et al., 2001). 

Bei Säugetieren unterstützt manchmal das Argonautenprotein 2 (AGO2) die Dicer-Prozessierung, es 

entsteht so eine AGO2-cleaved precursor miRNA (ac-pre-miRNA. Als nächstes wird die doppelsträn-

gige RNA in zwei einzelsträngige RNAs getrennt, wobei eine als Leitstrang (guide strand) miRNA und 

die andere als Begleitstrang (passenger strand) miRNA bezeichnet wird. Der Leitstrang bildet die reife 

miRNA und der Begleitstrang wird abgebaut, in manchen Fällen bilden jedoch beide Stränge reife 

miRNAs (Okamura et al., 2008).  

Die reife miRNA bildet mit dem RNA-induced silencing complex (RISC) den miRISC (Rana, 2007). 

Er wird auch miRNA-Protein-komplex (miRNP) genannt. Die Hauptkomponenten von RISC sind die 

Argonautenproteine (AGO1-4 bei Säugetieren), insbesondere AGO2, Glycin-Tryptophan Protein 

(GW182), Dicer, Protein ACTivator of the interferon-induced protein kinase (PACT) und transactivati-

on-responsive RNA-binding protein (TRBP) (Macrae et al., 2008).  

MiRISC reguliert die Expression des Zielgens herunter. Dies ist abhängig vom Ausmaß der Komple-

mentarität der Watson-Crick-Basenpaarung an der Zielstelle bei miRNA und mRNA. Die Bindung 

zwischen miRNA und mRNA geschieht im Bereich der „seed sequence“ der miRNA. Dies ist eine 
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hochkonservierte Sequenz, die im Bereich der Nukleotiden 2-8 lokalisiert ist (Brennecke et al., 2005). 

Es kommt entweder zur Blockierung der mRNA Transkription (reversibel) oder zum Abbau der mRNA 

(nicht reversibel) durch Exoribonukleasen oder durch Deadenylierung (Perron und Provost, 2008). Die 

beiden beschriebenen Mechanismen werden als Slicer-abhängige oder Slicer-unabhängige Inhibierung 

der Expression des Zielgens bezeichnet (Coller und Parker, 2005). Unter „slicing“ versteht man die 

Endonuklease-Spaltung der Ziel-mRNA mittels AGO2 bei Komplementarität der Watson-Crick- Ba-

senpaarung zwischen miRNA und mRNA im Bereich der „seed sequence“ (Valencia-Sanchez et al., 

2006).   

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Biogenese und des Wirkmechanismus der miRNA. Im Zellkern wird 

primary miRNA (pri-miRNA) von einem miRNA-Gen mit Hilfe von RNA-Polymerase II (Pol II) transkribiert. Die 

primary miRNA (pri-miRNA) hat eine Haarnadelstruktur mit 5’Cap und Poly(A)-Schwanz. Die Prozessierung der 

pri-miRNA erfolgt mittels Microprozessorkomplex, der aus RNase-III (Drosha) und Cofaktor DGCR8 besteht und 

führt zur Vorläufer-miRNA (pre-miRNA). Dann wird die pre-miRNA mittels Ran-GTP und Exportin-5 aus dem 

Nukleus ins Zytoplasma transportiert. Im Zytoplasma wird die pre-miRNA durch RNase-III (Dicer) zu einem 

miRNA-miRNA*-Duplex, der aus Leitstrang (guide strand) miRNA und Begleitstrang (passenger strand) besteht. 

Der Begleitstrang wird meistens abgebaut. Der Leitstrang bildet mit der AGO-Familie (AGO1-4) den RNA-

induced silencing complex (miRISC). Der miRISC bindet mit der miRNA an die Target-mRNA in Abhängigkeit 

vom Ausmaß der Komplementarität der Watson-Crick-Basenpaarung und reguliert dadurch die Genexpression 

(Gen Silencing) (Bartel, 2018). 
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Einzelne oder kleine Gruppen (Cluster) von miRNAs regulieren die Expressionmuster von hunderten 

Ziel-mRNAs (Jeansonne et al., 2015).  

Die Regulierung der miRNA-Biosynthese ist ein Vorgang, der durch zusätzliche Proteine mit Protein-

Protein oder Protein–RNA Interaktion erfolgt. Dieser Vorgang findet auf verschiedenen Ebenen (Tran-

skription von miRNA-Genen oder miRNA-Prozessierung im Zellkern oder Zytoplasma) statt (Finnegan 

und Pasquinelli, 2013). Störungen in der miRNA Prozessierung im Zellkern und im Zytoplasma stellen 

die Ätiologie für miRNA-Reifungsdefekte dar. Sie spielen eine Rolle in der Entwicklung von Tumorer-

krankungen.  

4.3.4 Die Rolle der miRNAs bei Lungenkarzinomen und anderen malignen Tumoren 

Die erste Korrelation zwischen miRNA-Dysregulation und einer malignen Erkrankung wurde 2002 bei 

der chronischen lymphatischen Leukämie (CLL) entdeckt (Calin et al., 2002). Es ist derzeit bekannt, 

dass die miRNAs mehr als ein Drittel des Genoms regulieren, darüber hinaus kann eine einzelne 

miRNA gleichzeitig sehr viele Gene regulieren, wodurch sie mehrere biologische Prozesse einschließ-

lich Proliferation, Apoptose, Entwicklung, Zelldifferentiation, Adhäsion, Migration, und Invasion kon-

trollieren.  

Die Hälfte der menschlichen miRNA-Gene ist auf den Stellen der Chromosomen, die für Tumorentste-

hung bekannt sind, lokalisiert (Calin et al., 2004). Aus den genannten Gründen können die miRNAs 

entweder als Onkogen (z.B. miR-21, miR-17-92 Cluster und miR-155) oder Tumorsuppressor fungie-

ren (z.B. let-7 Familie, miR-200 Familie) (Chen, 2005).  

Im Tiermodell mit Ratten, die mit karzinogenen tabakspezifischen Nitrosaminen behandelt werden, 

kommt es zur Dysregulation verschiedener miRNAs. Die Nitrosamine werden von Cytochrom P450 

aktiviert und die Expression verschiedener miRNAs, insbesonders miR-126, wird reduziert (Kalscheuer 

et al., 2008). Die Veränderungen sind auch in präinvasiven Läsionen der Lungenkarzinome wie Dys-

plasie oder Carcinoma in situ vorhanden (Mascaux et al., 2009). Auf der anderen Seite wurde gezeigt, 

dass die Störungen der miRNA-Biosynthese nicht nur eine Rolle in der Karzinogenese spielen, sondern 

auch die Prognose beeinflussen, beispielsweise geht die reduzierte Dicer Expression mit einer schlech-

ten Prognose bei Lungenkarzinomen einher (Karube et al., 2005).   

Da die miRNAs zahlreiche onkogene Wege modifizieren, können Veränderungen der miRNA-

Expression zur Tumorentwicklung führen. Ein Beispiel ist der Retinoblastom Weg. Der Tumorsuppres-

sor Retinoblastom-Protein (pRb) hemmt übermäßiges Zellwachstum, er kann sich an die Transkripti-

onsfaktoren der E2F Familie binden und die Fortführung des Zellzyklus inhibieren. Die überexprimierte 

miR-106a reguliert pRb herunter und kann so zur Tumorentwicklung beitragen (Volinia et al., 2006).  

Ein wachsender Tumor benötigt zur Sauerstoffversorgung Angiogenese und Vaskulogenese. Beides 

wird durch miRNAs beeinflusst, z.B. fördert miR-126 durch Regulation der vascular endothelial growth 

factor (VEGF)-Signalwege und fibroblast growth factor (FGF)-Signalwege die Angiogenese (Wang et 

al., 2008).  
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Im Rahmen der Metastasierung spielt die miR-200-Familie eine Rolle, indem der Prozess der epithelial-

mesenchymalen Transition beeinflusst wird (Gregory et al., 2008). 

Die miRNAs können, wie oben beschrieben, verschiedene molekulare Wege regulieren, die eine Rolle 

in Tumorentstehung, Wachstum des Tumors und Metastasierung spielen. Aus diesen Gründen können 

die miRNAs auch zur molekularen Zieltherapie dienen (Esquela-Kerscher und Slack, 2006). Diese Ziel-

therapie betrifft zwei Prinzipien, entweder eine Herunterregulierung „onkogener“ miRNA oder eine 

Hochregulierung von „Suppressor“ miRNA. Es gibt momentan zwei Methoden zur Inhibierung der 

Expression „onkogener“ miRNA, den Einsatz komplementärer Oligonukleotide für miRNAs (anta-

gomir oder antimir) (Krutzfeldt et al., 2005) oder den Einsatz synthetischer mRNAs (miRNA sponges), 

die spezifische endogene miRNAs kompetitiv binden (Ebert et al., 2007). Die Therapie mit locked nu-

cleic acid (LNA, chemisch modifizierte antagomir oder antimir) gegen miR-17-92 Cluster, miR-21 und 

miR-16 zeigte in verschiedenen Tumoren vielversprechende Ergebnisse (Stenvang et al., 2008).  

Die endogene „tumor suppressor“ miRNA Expression kann durch synthetische miRNAs oder spezifi-

sche miRNAs kodierende DNA erhöht werden. Der Transport wird mittels viraler Vektoren, Plasmiden 

und als Transposon durchgeführt. Zum Beispiel führt die Transfektion von miRNA let-7 mittels A-

denovirus im Mausmodell zur Reduzierung der Lungenkarzinomentwicklung (Esquela-Kerscher et al., 

2008; Trang et al., 2010). Ähnliche Ergebnisse wurden bei Menschen nach Gabe von miR-145 bei 

pulmonalem Adenokarzinom gezeigt (Cho et al., 2009). 

4.3.5 MiRNAs als diagnostische und prognostische Biomarker für Lungenkarzinome 

Die frühe Diagnose des Lungenkarzinoms spielt eine bedeutende Rolle für die  Behandlung und bei der 

Mortalität. Es ist erforderlich, neue und möglichst nichtinvasive Methoden zu entwickeln, die ein 

Screening von Risikopatienten erlauben.  

Die Publikationen und Leitlinien der letzten Jahre stimmen darin überein, dass Röntgenaufnahme des 

Thorax und auch Sputumzytologie nicht zum Screening von Lungenkarzinomen geeignet sind (Manser 

et al., 2003). Die Autofluoreszenz-Bronchoskopie (AFB) spielt in der Frühdiagnostik des Lungenkarzi-

noms auf Grund der Invasivität keine Rolle (Haussinger et al., 2005). Das National Cancer Institute 

initiierte eine randomisierte Phase III National Screening Studie (NLST) in den USA, in der zum ersten 

Mal nachgewiesen werden konnte, dass eine low dose computertomographische Untersuchung (LDCT) 

die Lungenkarzinom spezifische Mortalität senken kann. Die randomisierte Studie wurde 2002 begon-

nen und 2009 beendet und zeigte eine Reduktion der Lungenkarzinom bedingten Mortalität um 20% 

nach LDCT-Screening. 

Ein anderer Ansatz zur Diagnostik und möglicherweise zum Screening von Patienten mit Lungenkarzi-

nomen ist der Nachweis von flüchtigen organischen Verbindungen (volatile organic compounds, 

VOCs) in der ausgeatmeten Luft. Mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie-Analysen konnten 

volatile organische Verbindungen bei Patienten mit Lungenkarzinomen nachgewiesen werden, deren 

Muster im Vergleich zu den Werten gesunder Probanden unterschiedlich waren. Verschiedene volatile 

Verbindungen konnten mit einer hohen Sensitivität und Spezifität Lungenkarzinomen zugeordnet wer-
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den (Poli et al., 2005). Derzeit sind „Elektronische Nasen“ in der Entwicklungsphase (Dent et al., 

2013). Nichtvolatile Verbindungen finden sich auch im Atemkondensat. Dabei handelt es sich auch um 

diagnostisch interessante Moleküle, z.B. Wachstumsfaktoren, miRNA und DNA, sodass Genmutatio-

nen wie p53-Mutationen nachgewiesen werden können (Gessner et al., 2004).  

Fragmente zellfreier DNA (cell-free DNA, cfDNA) wurden bereits 1948 intravasal entdeckt (Mandel 

und Metais, 1948). In den folgenden Jahreszehnten zeigten mehrere Studien, dass Patienten mit einer 

malignen Erkrankung höhere Spiegel an cfDNA im Blut haben als gesunde Probanden (Fleischhacker 

und Schmidt, 2007). Diese Fraktion von cfDNA konnte den Krebszellen zugeordnet werden (Stroun et 

al., 1989). Sidransky et al. konnten in der cfDNA erstmals TP53 Mutationen nachweisen (Sidransky et 

al., 1991). Die cfDNA wird letztlich von Tumorzellen durch Apoptose, Nekrose und aktive Sekretion 

freigesetzt und unterscheidet sich dabei in erster Linie durch die Größe der Fragmente (Bronkhorst et 

al., 2019).  

Die Entnahme von Blut und Körperflussigkeiten zur Nukleinsäurediagnostik wird heutzutage „liquid 

biopsy“ genannt. Die Liquid Biopsy kann zur Diagnose von Treibermutationen oder zur Früherkennung 

und zur Tumorrezidivdiagnose oder Zweittumordiagnose bei Lungenkarzinomen verwendet werden 

(Bettegowda et al., 2014; Crowley et al., 2013). Derzeit spielt die Liquid Biopsy in der Bestimmung der 

T790M-Resistenzmutation von EGFR beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom eine Rolle. Die Liquid 

Biopsy hat für diese tumorspezifische Mutationanalyse eine Sensitivität von 70% und eine Spezifität 

von 69%.  

Tumormarker sind organische Verbindungen im Blut oder anderen Körperflüssigkeiten, deren erhöhte 

oder veränderte Konzentration in den Körperflüssigkeiten oder deren Mutation auf einen bestimmten 

Tumor schließen lässt oder prognostische Aussagen über den Tumor erlaubt. Der Nachweis dieser Bi-

omarker stellt die am wenigsten invasive und eleganteste Methode der Tumordiagnostik dar. 

MiRNAs gibt es in allen Geweben. Ihre Funktion besteht in der Regulation der Expression multipler 

Gene. Dies geschieht, indem sie einen „Silencing“-Prozess oder den Abbau ihrer Ziel-messenger RNAs 

in Gang setzen (Qin et al., 2014). Die miRNA-Expressionmuster sind gewebsspezifisch und können auf 

Tumoren oder Metastasen in diesen Geweben oder Organen hinweisen (Keller et al., 2014). 

Cell-free microRNAs (cfmiRNAs) gewinnen an Wert als diagnostische und prognostische Biomarker 

wegen der hohen Stabilität und Lagerungsbeständigkeit in verschiedenen Körperflüssigkeiten (Weber et 

al., 2010). Im Serum bleiben die miRNAs stabil trotz unphysiologischer Bedingungen wie Langzeitla-

gerung, hohe oder niedrige pH-Werte, Erhitzen, wiederholtes Einfrieren und Auftauen und chemische 

Fragmentierung (Chen et al., 2008). Darüber hinaus kann das Serum zur mRNA-Diagnostik bis zu 10 

Jahre gelagert werden (Zhu et al., 2009).  

Die Transportvehikel oder Exosomen (ca. 30 bis 90 nm große intrazelluläre Bläschen zur Ausschleu-

sung von Zellbestandteilen) beinhalten miRNAs, mRNAs und Proteine und sind für die Stabilität der 

miRNAs verantwortlich (Valadi et al., 2007).  
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CfmiRNAs werden entweder passiv aus den geschädigten Zellen (Gewebeverletzung, Nekrose) und 

kurzüberlebenden Zellen (Thrombozyten) (Turchinovich et al., 2011) oder aktiv aus den Zellen mittels 

der Exosomen freigesetzt (Valadi et al., 2007). Larrea et al. fassten in einem Review von 2016 den 

aktuellen Stand der miRNAs als diagnostische und prognostische Biomarker bei verschiedenen Tumo-

rerkrankungen zusammen. In der folgenden Tabelle wurden nur die miRNAs, die Biomarker bei Lun-

genkarzinomen sind, berücksichtigt . 

CfmiRNAs Körperflussigkeiten Histologie Rolle als Biomarker 

let-7a/b Serum/Plasma NSCLC 
Diagnostischer und prognostischer Biomarker. 

let-7b geht mit schlechter Prognose einher.  

let-7c Plasma NSCLC Diagnostischer Biomarker.  

let-7f Plasma NSCLC 
Diagnostischer und prognostischer Biomarker. 

let-7f geht mit schlechter Prognose einher.  

let-7i Serum 
NSCLC 

SCLC 
Prognostischer Biomarker bei Rauchern.  

miR-10 Serum 
NSCLC 

SCLC 
Diagnostischer Biomarker.  

miR-19a Serum NSCLC 
Diagnostischer und prognostischer Biomarker. 

miR-19a geht mit schlechter Prognose einher  

miR-19b Serum NSCLC 

Diagnostischer und prognostischer Biomarker. 

miR-19b geht mit schlechter Prognose und 

schlechter Reaktion auf Chemotherapie einher.  

miR-20a Plasma NSCLC Diagnostischer Biomarker.  

miR-21 

Plasma NSCLC Diagnostischer Biomarker.  

Serum NSCLC 

Diagnostischer und prognostischer Biomarker. 

miR-21 geht mit fortgeschrittenem Tumorstadi-

um einher.  

Bronchiallavage  

Sputum 
NSCLC Diagnostischer Biomarker.  

Serum NSCLC 

Diagnostischer und prognostischer Biomarker. 

miR-21 geht mit schlechter Prognose und Tu-

morrezidiv einher.  

miR-29c Serum NSCLC Diagnostischer Biomarker.  

miR-30a Plasma NSCLC Diagnostischer Biomarker.  

miR-30c Serum NSCLC Diagnostischer Biomarker.  

miR-30d Serum NSCLC 
Prognostischer Biomarker. miR-30d geht mit 

schlechter Prognose einher. 

miR-34a Blut NSCLC Diagnostischer Biomarker.  

miR-34c Serum NSCLC Diagnostischer Biomarker.  

miR-125a Serum NSCLC Diagnostischer Biomarker.  

miR-125b Serum NSCLC 
Diagnostischer und prognostischer Biomarker. 

miR-125b geht mit schlechter Prognose einher.  

miR-155 
Serum NSCLC Diagnostischer Biomarker.  

Serum/Plasma NSCLC Diagnostischer Biomarker.  

miR-200c Serum NSCLC 
Diagnostischer und prognostischer Biomarker. 

miR-200c geht mit schlechter Prognose einher  

miR-141 Serum 
NSCLC 

SCLC 
Diagnostischer Biomarker.  
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miR-429 Serum NSCLC 
Diagnostischer und prognostischer Biomarker. 

miR-429 geht mit schlechter Prognose einher.  

miR-375 Plasma NSCLC 
Diagnostischer und prognostischer Biomarker. 

miR-375 geht mit schlechter Prognose einher.  

Tabelle 6: Übersicht über zirkulierende miRNAs in Plasma, Serum und BAL mit ihren Rollen als diagnostische 

oder prognostische Biomarker bei Lungenkarzinom (Larrea et al., 2016). 

Die unterschiedlichen miRNA-Profile ermöglichen die Identifizierung von histologischen Subtypen des 

nicht-kleinzelligen Karzinoms (Bishop et al., 2010). Sie ermöglichen außerdem die Differenzierung 

zwischen primären und metastasierten Läsionen in der Lunge (Barshack et al., 2010).  

Derzeit gibt es keinen Konsens über die Zahl der miRNAs und die geeigneten miRNA Profile, die zur 

Diagnose und insbesondere zur Frühdiagnose der Lungenkarzinome geeignet sind.  

Keller et al. fanden eine Dysregulation bei 24 miRNAs bei Lungenkarzinom-Patienten im Vergleich 

mit einer Kontrollgruppe von gesunden Patienten. Die Sensitivität des Testverfahrens war 92,5%, die 

Spezifität 98,1%. MiR-126, let-7d, let-7i und miR-423 zeigten hoch signifikante Unterschiede zwischen 

den Gruppen und es ist denkbar, dass sie in Zukunft als Teil eines Testes zur Frühdiagnose des Lun-

genkarzinoms fungieren (Keller et al., 2009).  

Es wurde von Keller et al. gezeigt, dass je nach Erkrankung beim Menschen unterschiedliche miRNA-

Profile vorliegen. Diese Profile sind ähnlich wie Fingerabdrücke und man kann mit ihrer Hilfe z.B. die 

chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) von einem Lungenkarzinom trennen bzw. beide Er-

krankungen diagnostizieren (Keller et al., 2011).  

Bianchi et al. entwickelten einen Test zur Frühdiagnose des nicht-kleinzelligem Lungenkarzinoms bei 

asymptomatischen Patienten mit Hochrisikoprofil. Der Test unterscheidet benigne von malignen Läsio-

nen mittels Untersuchung von 34 miRNAs (Bianchi et al., 2011). Ein neuerer Test wurde von Montani 

et al.  entwickelt, in ihm werden 13 miRNAs untersucht. Er zeigt eine Sensitivität von 77.8% und eine 

Spezifität von 74.8% (Montani et al., 2015).  

MiRNAs spielen derzeit auch eine Rolle als Biomarker für das Ansprechen auf eine Behandlung. Die 

Überexpression von miR-135a geht in vivo und in vitro mit einer Resistenz des Tumors gegen Paclit-

axel einher (Holleman et al., 2011). Eine Überexpression von let-7a, miR-126 und miR-145 zeigt eine 

Reduktion der Gefitinib-verursachten Zytotoxizität bei nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom an (Zhong 

et al., 2010). MiR-106b-5p und miR-26a zeigen das Ansprechen des Tumors auf Cisplatin an (Yu et al., 

2017). Ranade et al. fanden, dass die Patienten mit miR-92a-2* Überexpression bei kleinzelligem Lun-

genkarzinom eine Chemotherapieresistenz des Tumors haben (Ranade et al., 2010). Bezüglich der Ra-

diotherapie deuten die let-7-, miR-29c- und miR-200c-Überexpression auf eine hohe Strahlensensitivi-

tät des Tumors hin (Arechaga-Ocampo et al., 2017). Eine andere Studie zeigte, dass sich die miRNA 

Profile nach der Resektion nicht-kleinzelliger Lungenkarzinome ändern, sie aber bei Patienten mit Me-

tastasen unverändert bleiben (Leidinger et al., 2015).  

Nach den oben aufgeführten Ergebnissen muss angenommen werden, dass die miRNAs Biomarker für 

Lungenkarzinome sein können.  
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4.3.6 Bestimmung der miRNA Zielgene und KEGG-Signalwege  

Es ist schwierig, das Zielgen einer miRNA zu identifizieren, da jede miRNA die Expression von hun-

derten Zielgenen beeinflussen kann (Friedman et al., 2009). Derzeit gibt es verschiedene bioinformati-

sche Algorithmen, die die potentiellen Zielgene der miRNA vorhersagen können.   

MicroRNAs regulieren ihre Zielgene herunter, indem sie die 3ˋUTR-Region der mRNA-Produkte der 

Zielgene binden. Dies geschieht an der sog. seed Region am 5ˋEnde der miRNA. Die seed Region be-

steht aus 8 Nukleotiden. Das Ausmaß der Komplementarität bestimmt dabei die Festigkeit der Bindung. 

Darüber hinaus gibt es aber noch andere Faktoren, die diese beeinflussen, z.B. weitere Basenpaare am 

3ˋEnde der miRNA u.a. (Kehl et al., 2017).  

Alle diese Faktoren sind in verschiedenen Ansätzen zur Bestimmung der Zielgene der miRNAs zu-

sammengefasst.  

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG Database) ist eine Datenbank, die sich mit Geno-

men, biologischen Signalwegen, Krankheiten, Drogen und chemischen Substanzen befasst. Sie wurde 

von den Kanehisa Laboratories im Bioinformatikzentrum der Universität Kyoto und dem Human Ge-

nome Center der Universität Tokio im Jahr 1995 entwickelt (Kanehisa, 1997). „KEGG-Signalwege“ 

präsentiert die aktuelle Signalweg-Karte für molekulare Interaktionen und Netzwerke in verschiedenen 

Situationen.  

Mit unterschiedlicher Vorhersagekraft sind DIANAmicroT (microT-CDS und microT v4), TargetScan, 

miRanda, mirSVR und starBase die am meisten verwendeten Algorithmen zur Bestimmung der 

miRNA Zielgene und KEGG-Signalwege (Lewis et al., 2005; Maragkakis et al., 2009; Sethupathy et 

al., 2006). Andere Algorithmen wie DIANA-TarBase (TarBase v7.0) und miRTarBase werden zur 

Bestimmung der experimentell mittels Next-generation Sequencing (NGS), Western Blot und RT-

qPCR validierten Zielgene der miRNAs verwendet (Vlachos et al., 2015a). 

Mit Hilfe von DIANA-miRPath v.3.0 Software wurden die KEGG-Signalwege in der vorliegenden 

Studie analysiert. Dies erfordert zuerst die Bestimmung von miRNA-Zielgenen mittels DIANA-

TarBase Algorithmus (TarBase v7.0), welcher in die DIANA-miRPath v.3.0 Software integriert ist 

(Vlachos et al., 2015b). 

4.3.7 Überblick über die wichtigen Signalwege beim nicht kleinzelligen Lungenkarzi-

nom 

Beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom stellt der non-small cell lung cancer (hsa05223) KEGG-

Signalweg der Hauptsignalweg dar (Abbildung 3). Er besteht aus verschiedenen Signalwegen, die zu-

sammen interagieren und von Genmutationen und miRNAs beeinflusst werden, was zur Karzinogenese 

führt. In der Folge wird die Rolle der verschiedenen Signalwege erklärt.   
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Abbildung 3:  Schematische Darstellung des Non-small cell lung cancer (hsa05223) Signalwegs. Verschiedene 

KEGG-Signalwege sind mitbeteiligt, interagieren und führen am Ende zur Entwicklung beider großer histologi-

scher Gruppen des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (Adenokarzinom und Plattenepithelkarzinom). Es wur-

den im Signalweg mehrere Zielgene als Onkogen oder Tumorsuppressor nachgewiesen. Die wichtigste Zielgene 

sind in Rot geschrieben und gerahmt. (https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05223). 
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4.3.7.1 P53-Signalweg      

Das Protein p53 ist ein multifunktionelles Protein. Es wird vom Tumorsuppressorgen TP53 kodiert. Es 

wurde im Jahr 1979 erstmalig von verschiedenen Forschungsgruppen beschrieben (Lane und Crawford, 

1979; Linzer und Levine, 1979). P53 hat eine kurze Halbwerkzeit von ca. 30 Minuten, es wird ständig 

gebildet. Als Transkriptionsfaktor reguliert es die Expression von verschiedenen Genen, die für DNA-

Reparatur, Zellzyklus-Kontrolle und Apoptose zuständig sind. Deswegen wird p53 „Wächter des Ge-

noms“ genannt. Die Aktivierung von p53 durch DNA-Schädigung führt durch verschiedene Mechanis-

men zu DNA-Reparatur und Zellzyklus-Inhibierung, falls dies nicht möglich ist, zur Einleitung der 

Apoptose. Die Mutationen im TP53 gehen mit unterschiedlichen Erkrankungen einher, 50% der 

menschlichen Tumoren haben TP53 Mutationen.    

Der p53 Signalweg ist ein Signalweg für Zellwachstum und Zelltod. Mutationen im TP53 spielen ins-

besondere bei Rauchern eine Rolle in der Lungenkarzinomentwicklung. Sie treten in 46% der Adeno-

karzinome und 81% der Plattenepithelkarzinome auf (Liu et al., 2014). Derzeit sind verschiedene Me-

dikamente als Zieltherapie in der Entwicklungsphase.  

4.3.7.2 PI3K/AKT/mTOR-Signalweg      

Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg spielt im Tiermodell eine Rolle in der Lungenentwicklung (Wang 

et al., 2005). Deregulation des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges ist eine der häufigsten molekularen 

Veränderungen beim Lungenkarzinom. Eine Aktivierung des Signalweges findet sich bei wenig diffe-

renzierten und fortgeschrittenen nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (Scrima et al., 2012). Es gibt 

verschiedene Mechanismen, die zur Deregulation des PI3K/AKT/mTOR Signalweges führen können, 

z.B. die Aktivierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen und PI3K, PI3KCA-Mutation oder Amplifikation, 

Mutationen in KRAS und AKT. Das Suppressorgen Phosphatase and Tensin homolog (PTEN) inhibiert 

den PI3K Signalweg. Eine Mutation von PTEN wird beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom gefun-

den.  

4.3.7.3 Wnt-Signalweg      

Der Wnt-Signalweg trägt zu der Entwicklung des Lungengewebes bei, und die Abwesenheit von beta-

Catenin im Tiermodell mit β-Catenin Mutation führt zur abnormen Entwicklung des Lungengewebes 

und zum Tod nach Geburt auf Grund von Lungenversagen (Mucenski et al., 2003). Mutationen in den 

Proteinen der Wnt-Signalwege führen zu Lungenkarzinomen, z.B. der allelische Verlust von AXIN2. 

Der Wnt-Signalweg spielt darüber hinaus eine Rolle in der Angiogenese im Lungenkarzinom (Dejana, 

2010). Es gibt verschiedene Wnt-Signalweg Inhibitoren, wie die secreted frizzled-related proteins 

(sFRPs), die sich kompetitiv am Transmembranrezeptor Frizzled (Fz) binden und die Zellproliferation 

hemmen und die Apoptose fördern (Mazieres et al., 2005). Beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom 

sind die Wnt-Signalweg-Inhibitoren herunterreguliert. Dies geht mit schlechter Prognose und Chemo-

therapieresistenz einher (Stewart, 2014). MiRNAs beeinflussen den Wnt-Signalweg. Die Überexpres-
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sion der miR-574-5p verbessert die beta-Catenin Phosphorylierung und fördert die Metastasierung 

(Zhou et al., 2016).  

4.3.7.4 TGF-β Signalweg      

Der TGF-β Signalweg reguliert während der embryonalen Entwicklung die kardiovaskuläre und die 

pulmonale Entwicklung (Wu und Hill, 2009). Eine Überexpression des TGFβ-Signalwegs bei Lun-

genkarzinom geht mit schlechter Prognose und Chemotherapieresistenz einher. Dies wirkt kumulativ 

mit anderen genetischen und epigenetischen Änderungen und reicht allein nicht zur Karzinogenese aus 

(Eser und Janne, 2018). 

4.3.7.5 FOXO-Signalweg      

Der FOXO-Signalweg besitzt apoptotische und antiproliferative Eigenschaften und wirkt potenziell als 

Tumorsuppressor. Dysregulation des Signalweges oder Mutationen im FOXO Gen führen zu Karzino-

genese. Mehrere Studien zeigen die Rolle der miRNAs in der Regulation des FOXO-Signalwegs in 

Zusammenhang mit Karzinogenese, z.B. kann beim Lungenkarzinom miR-411 den FOXO-Signalweg 

hemmen (Zhao et al., 2016).  

4.3.7.6 AMPK-Signalweg     

Der AMPK-Signalweg spielt eine Rolle als Tumorsuppressor durch die Hemmung metabolischer Ver-

änderungen im Tumor. Yang fand in einer Studie, dass der AMPK-Signalweg beim nicht-kleinzelligen 

Lungenkarzinom im Vergleich mit gesunden Patienten unterexprimiert ist (Yang, 2018).  

4.3.7.7 Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg     

Der mitogen-activated protein kinases/ extracellular signal-regulated kinases (MAPK/ERK) Signalweg, 

auch Ras-Raf-MEK-ERK pathway genannt, spielt eine Rolle bei Zellwachstum, Zellüberleben, Zelldif-

ferenzierung, Migration und Apoptose (Sun et al., 2015). Das erste entdeckte Mitglied der „mitogen-

activated“ Familie ist ERK1. MAPK/ERK besteht aus einer Kette von nachgeschalteten Proteinen, den 

kleinen GTPasen (auch kleine G-Proteine, Ras) und den Proteinkinasen (RAF, MEK, ERK). Protein-

kinasen sind eine Gruppe von Enzymen, die bestimmte Proteine phosphorylieren, sodass sie aktiviert 

oder deaktiviert werden. Die Aktivierung des Signalweges beginnt durch die Bindung an die extrazellu-

lären Liganden wie z.B. den Epidermal growth factor receptor (EGFR), Fibroblast growth factor recep-

tor (FGFR) und Platelet-derived growth factor receptor (PDGFR), und an Rezeptor-Tyrosinkinasen 

(RTKs). Nach Komplettierung der Phosphorylierung wird ERK aktiviert und in den Zellkern transfe-

riert, wo es verschiedene Transkriptionsfaktoren regulieren kann (McCain, 2013). Mutationen in Pro-

tein-kodierenden Genen (EGFR, BRAFV600E, RAS) oder Dysregulation des MAPK/ERK Signalwe-

ges führen zu unkontrollierter Zellvermehrung und Wachstum und als Folge zur Karzinogenese. 
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4.4 Ziel der Studie 

Am 01.01.2017 trat die 8. Auflage der TNM-Klassifizierung nicht-kleinzelliger Lungenkarzinome in 

Kraft. Sie wurde vom Staging Committee der International Association for the Study of Lung Cancer 

(IASLC) entwickelt und von der Union for International Cancer Control (UICC, ehemals Union inter-

nationale contre le cancer) und vom American Joint Committee on Cancer (AJCC) publiziert.  

In der 8. Auflage gibt es gegenüber der 7. Auflage wichtige Änderungen, und das letztendliche Ziel, 

eine Einteilung in prognostisch relevante Stadien, scheint in der 8. Auflage erreicht zu sein (Abbildung 

1).  

In der vorliegenden Studie wird versucht, die Ergebnisse der IASLC an einer kleineren Gruppe von 

Patienten mit nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen nachzuvollziehen.  

Bei den Patienten liegt ein follow-up von mehr als 5 Jahren vor, und die TNM-Klassifizierung erfolgte 

sowohl gemäß der 7. Auflage als auch der 8. Auflage (UICC, AJCC).  

Der Vorteil gegenüber der Patientengruppe der IASLC ist eine größere Homogenität insofern, dass die 

Lymphknotenentnahme immer als systematische Dissektion und die Klassifizierung immer nach dem 

Mountain-Dresler System erfolgte, sodass möglicherweise auch eine Subklassifizierung der N-

Stationen prognostische Aussagen zulässt.  

 

Derzeit stellt die histologische Untersuchung von Tumorgewebe, das endoskopisch, durch Punktion 

oder chirurgisch durch Resektion gewonnen wurde, die zuverlässigste Methode zur Diagnose der Lun-

genkarzinome dar. Diese Methode ist verschieden invasiv und manchmal ein Risiko für den Patienten. 

Es scheint erforderlich, neue und alternative nichtinvasive Verfahren zur Diagnose zu etablieren. Au-

ßerdem ist es notwendig, Biomarker, die das Ansprechen auf eine Therapie oder die Resistenz gegen 

eine Therapie zeigen, zu finden. Die miRNA scheint derzeit die Voraussetzungen als Biomarker für das 

Lungenkarzinom zu erfüllen. Seit der Entdeckung zirkulierender DNA (cfDNA) und danach auch zir-

kulierender miRNA (cfmiRNAs) hat die letztere wahrscheinlich die größere Bedeutung, und die sogen-

nante Liquid Biopsy stellt eine wenig invasive vielversprechende Methode beim Lungenkarzinom dar. 

In der vorliegenden Studie werden miRNA-Profile von Patienten mit nicht-kleinzelligen Lungenkarzi-

nomen bestimmt. Die Plasmaprobe wurde unmittelbar vor der Operation entnommen. Die Untersu-

chung erfolgte jetzt nach einem Zeitraum von mehr als fünf Jahren.  

Es wurden zwei Gruppen gebildet, eine mit Patienten, die mehr als fünf Jahre überlebten und eine mit 

Patienten, die früh, d.h. innerhalb von zwei Jahren nach der Operation tumorbedingt verstarben. Ziel 

der Studie ist es, Unterschiede in den miRNA-Profilen zu finden, die einen Schluss auf die Prognose 

nach potentiell kurativer Resektionsbehandlung zulassen.  
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5 Material und Methoden 

5.1 Patientenpopulation 

Die vorliegende Arbeit wurde von der thoraxchirurgischen Abteilung der SHG-Kliniken Völklingen 

und dem Institut für Humangenetik der Universität des Saarlandes erstellt. Die dabei erfassten Daten 

stammen aus dem Zeitraum von Juni 1998 bis Dezember 2011. Erfasst wurden operierte Patienten mit 

Lungenkarzinom (SCLC, NSCLC), die in andere Studien eingeschlossen waren und die Einschlusskri-

terien unserer Studie erfüllten.  

Die primären Studien, für die die Patienten rekrutiert wurden, sind „Neue potenzielle Marker für Diag-

nose und Prognose nicht-kleinzelliger Bronchialkarzinome“ und „Seroreaktivitätsmuster (Autoantikör-

perprofile) zur minimal invasiven Diagnostik von Bronchialkarzinomen“. Die Genehmigung dieser 

Studien durch die Ethik-Kommission der Ärztekammer des Saarlandes liegt vor. 

Aus der Gruppe der Patienten in diesen Studien wurden diejenigen ausgewählt, die folgende Bedingun-

gen erfüllten: 

• Die Proben sind 5 Jahre alt oder älter. 

• Es ist eine Plasmaprobe vorhanden.   

Die Patienten wurden über einen Zeitraum von 5-18 Jahren durch Kontakt in unserer Ambulanz oder 

telefonischen Kontakt (Patienten, Angehörige, Hausärzte und Fachärzte) nachbeobachtet. Bei den ver-

storbenen Patienten wurde die Todesursache als tumorbedingt oder nicht tumorbedingt festgelegt.  

Die endgültige Diagnose des Lungentumors erfolgte durch die histopathologische Untersuchung des 

intraoperativ gewonnenen Gewebes. Die Tumoren wurden histologisch nach der WHO-Klassifikation 

für Lungenkrebs eingeteilt (Travis et al., 2015). Am häufigsten waren nicht-kleinzellige Lungenkarzi-

nome (n=419), gefolgt von kleinzelligen Lungenkarzinomen (n=11). Die operative Therapien wurden 

als anatomische Lungenresektionen durchgeführt, d.h. als Segmentresektion, Lobektomie, Lobektomie 

mit Manschettenresektion oder Pneumonektomie. Als primäres Ziel wird immer eine R0-Resektion, die 

vollständige Entfernung des Karzinoms mit mikroskopisch tumorfreien Resektaträndern, angestrebt.  

Die Einteilung des Tumorstadiums erfolgte anhand der 7. Auflage der TNM-Klassifizierung der IASLC 

(gültig bis 31.12.2016) (Wittekind et al., 2010). Die Stadien wurden nach Erscheinen der neuen 8. Auf-

lage der TNM-Klassifizierung (gültig ab 01.01.2017) entsprechend umklassifiziert (Goldstraw et al., 

2016). Um die prognostische Wertigkeit der TNM-Klassifizierung der Lungenkarzinome zu zeigen, 

wurden die Patienten (n=430) nach Geschlecht, Histologie, Resektionsverfahren, R-Status, N-Status, 

und TNM-Klassifizierung (7.- und 8. Auflage) eingeteilt, danach wurden alle Daten statistisch analy-

siert. 

Nach statistischer Analyse der klinischen Daten (TNM-Klassifizierung) wurden unabhängig vom Tu-

morstadium zwei Gruppen von Patienten in Bezug auf Überlebenszeiten gebildet. Die erste Gruppe 

enthält Patienten, die postoperativ mehr als fünf Jahre überlebten (long time survivors, LTS). Die zwei-

te Gruppe schließt Patienten ein, die kurze Zeit postoperativ (innerhalb der ersten zwei postoperativen 

Jahre) tumorbedingt verstarben (short time survivors, STS). Um eine Korrelation zwischen den miRN-
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As und der tumorbedingten Frühsterblichkeit bzw. dem Langzeitüberleben zu finden, wurde eine 

miRNA-Analyse bei den beiden Gruppen (37 Proben) durchgeführt.  

Geschlecht 
Alter bei 

Operation 

operative  

Verfahren 
Histologie 

Stadium 

UICC 8 

Überlebenszeit 

(Monate) 

männlich 73 
Lobektomie mit 

Bronchusmanschettenresektion 
PEC IIIB 57 

männlich 60 Pneumonektomie Adeno-Ca IIIA lebt >121 

männlich 72 Lobektomie PEC IIIA lebt >115 

männlich 59 Lobektomie Adeno-Ca IIIB lebt >103 

weiblich 69 Lobektomie PEC IIIA 144 

männlich 56 
Lobektomie mit 

Bronchusmanschettenresektion 
PEC IIIA lebt >88 

männlich 72 Lobektomie PEC IIIA lebt >76 

männlich 73 Lobektomie Adeno-Ca IIIB lebt >73 

weiblich 65 
Lobektomie mit 

Bronchusmanschettenresektion 
PEC IIIA lebt >67 

männlich 61 Lobektomie Adeno-Ca IIIA 62 

weiblich 71 Lobektomie Adeno-Ca IIIB lebt >51 

männlich 72 
Lobektomie mit 

Bronchusmanschettenresektion 
PEC IIIA lebt >49 

Tabelle 7: Die postoperativ langzeitüberlebenden Patienten, deren Plasma für die RT-qPCR verwendet wurde. 

LTS: long time survivors, PEC für Plattenepithelkarzinom, Adeno-Ca für Adenokarzinom. Alter in Jahren. 

Geschlecht 
Alter bei 

Operation  

operative 

Verfahren 
Histologie 

Stadium 

UICC 8 

Überlebenszeit 

(Monate) 

männlich 65 Lobektomie PEC IA1 3 

männlich 75 Lobektomie PEC IA3 15 

männlich 67 
Lobektomie mit 

Bronchusmanschettenresektion 
PEC IA1 3 

männlich 49 Lobektomie Adeno-Ca IA3 8 

männlich 55 Lobektomie Adeno-Ca IIIA 17 

weiblich 59 Lobektomie Adeno-Ca IA3 24 

männlich 70 Lobektomie PEC IA2 19 

männlich 62 Lobektomie Adeno-Ca IA3 13 

männlich 57 Lobektomie Adeno-Ca IA3 16 

männlich 78 Lobektomie PEC IA3 13 

weiblich 59 Lobektomie Adeno-Ca IA3 6 

männlich 73 Lobektomie Adeno-Ca IA3 25 

männlich 62 
Lobektomie mit 

Bronchusmanschettenresektion 
PEC IIB 13 

männlich 68 Lobektomie PEC IA1 15 

Tabelle 8: Die postoperativ kurzzeitüberlebenden Patienten, deren Plasma für die RT-qPCR verwendet wurde. 

Todesursache ist das Lungenkarzinom. STS: short time survivors, PEC für Plattenepithelkarzinom, Adeno-Ca für 

Adenokarzinom. Alter in Jahren. 

Es erfolgte zunächst die miRNA-Isolation mit anschließender Messung der miRNA-Expression mit 

Hilfe des Microarray Systems, danach wurden fünf signifikante miRNAs ausgewählt, die hohe Fold 

Change Werte zeigten. Diese ausgewählten miRNAs sind bei Lungenkarzinomen sowie anderen Er-

krankungen in Studien gut erforscht, und ihr Verhalten ist mit Northern Blot bestätigt. Sie wurden mit-

tels Reverse Transkription – quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) in 26 Proben 



 

34 

(Tabelle 7, Tabelle 8) validiert, da die Plasmaproben von 11 Patienten quantitativ nicht ausreichten. 

Schließlich wurden die Ergebnisse statistisch ausgewertet. 

5.2 Verwendete Materialien und Equipment 

Alle Geräte, Programme und biologische Materialien, die für diese Studie benutzt wurden, sind in fol-

genden Tabellen aufgeführt. 

Geräte Hersteller 

 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland 

Bench-top refrigerated Zentrifuge Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland 

Bench-top Zentrifuge Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland 

Computer DELL, Texas, USA 

Gefrierschrank -20ºC Sanyo, Osaka, Japan 

Gefrierschrank -70ºC Sanyo, Osaka, Japan 

Hybridisationskammer Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland 

Hybridization oven and rotater Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland 

G2565BA Microarray Scanner Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland 

NanoDrop ND-2000c Spectrophotometer Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA 

Pipetman Gilson VWR International  GmbH, Darmstadt, Deutschland 

QIAcube robot Qiagen, Hilden, Deutschland 

QIAgilityTM Qiagen, Hilden, Deutschland 

StepOnePlusTM Real-Time PCR System Applied Biosystems, Life Technologies GmbH, Darm-

stadt, Deutschland 

TProfessional basic gradient 96 ther-

mocycler 

Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland 

Vacuumzentrifuge Uniequip, Martinsried, Deutschland 

Tabelle 9: Zusammenfassung aller verwendeten Apparate. 

Programm Hersteller 

Agilent 2100 Expert software version 

B.02.02 

Agilent Technologies, Inc., California, USA 

Agilent AGW Feature Extraction software 

version 10.10.11 

Agilent Technologies, Inc., California, USA 

Agilent Scan Control software version 

8.5.1 

Agilent Technologies, Inc., California, USA 

R Software R Development Core Team 

StepOnePlusTM Software version 2.2.2 Applied Biosystems, Life Technologies GmbH, Darm-

stadt, Deutschland 

Tabelle 10: Zusammenfassung aller verwendeten Programme. 
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verwendete Sets Hersteller 

Gene Expression Wash Buffer Kit Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland 

Heparinase I from Flavobacterium hepa-

rinum 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

miScript SYBR Green Master Mix Qiagen, Hilden, Deutschland 

miScript Primer Assay Qiagen, Hilden, Deutschland 

miScript Reverse Transcriptase Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

Primer Assay Qiagen, Hilden, Deutschland 

RNase-Free DNAse Set Qiagen, Hilden, Deutschland 

RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease 

Inhibitor 

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA 

SurePrint G3 Human r21 miRNA micro-

array 

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland 

Tabelle 11: Zusammenfassung aller verwendeten Sets. 

Materialien Hersteller 

S-Monovette® 7.5ml LH SARSTEDT AG &Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

Eppendorf PCR tubes 0.2ml Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf PCR tubes 1.5ml Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf PCR tubes 2.0ml Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland 

Genexpression Wasch-Paket  Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland 

MicroAmp™ 96-well optical adhesive film Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

MicroAmp™ fast 8-tube strip Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

MicroAmp™ fast optical 96-well reaction 

plate 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

MicroAmp™ optical 8-cap strip Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Pack of 5 Backings, 8 HD Arrays/Slide Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland 

QIAcube filter-tips 200µl Qiagen, Hilden, Deutschland 

QIAcube reagent bottle rack Qiagen, Hilden, Deutschland 

QIAcube reagent bottles 30 ml Qiagen, Hilden, Deutschland 

QIAcube rotor adapters (10 x 24) Qiagen, Hilden, Deutschland 

QIAcube sample tubes RB (2 ml) Qiagen, Hilden, Deutschland 

Sterile filter-tips 10 µl Sorenson BioScience, Inc, UT, USA 

Sterile filter-tips 1000 µl Sorenson BioScience, Inc, UT, USA 

Sterile filter-tips 20 µl Sorenson BioScience, Inc, UT, USA 

Sterile filter-tips 200 µl Sorenson BioScience, Inc, UT, USA 

Tabelle 12: Zusammenfassung aller verwendeten Einmalmaterialien. 
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miRNA RT-qPCR Primer miRNA Sequenz: 5ˋ 

hsa-miR-142-3p  UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA 

hsa-miR-126-3p UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG 

hsa-miR-574-5p UGAGUGUGUGUGUGUGAGUGUGU 

hsa-miR-26a-5p  UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU 

hsa-let-7f-5p UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU 

Spike-in cel-mir-39 Spike In Kontrolle 

Tabelle 13: Zusammenfassung aller verwendeten miRNA-Primer in der qRT-PCR mit miRNA Sequenzierung 

(miRNA-seq). 

5.3 RNA Extraktion 

5.3.1 Blutprobengewinnung  

Zur miRNA Isolierung wurde unmittelbar präoperativ vor Tumorresektion 7,5 ml Vollblut mit einer 

Lithium-Heparin-Monovette von SARSTEDT AG & Co. KG abgenommen. Zur Separation des Plas-

mas von den Blutzellen wurde das Blut mit 2000 Umdrehungen pro Minute für 10 Minuten zentrifu-

giert und bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert. 

5.3.2 Heparininaktivierung mittels Heparinase 

Heparin kann die miRNA-Quantifizierung durch Interaktion mit der DNA-Polymerase inhibieren (Kim 

et al., 2012). Darüber hinaus wurde festgestellt, dass Heparin die Gewinnung, Isolierung und Extraktion 

der miRNAs aus Patientenblut stört (Boeckel et al., 2013). Um diesen Prozess zu unterdrücken, wurde 

das Plasma vor der RNA-Isolierung mit Heparinase von Sigma-Aldrich versetzt, ein Enzym, das die 

Wirkung von Heparin hemmt und eine Interaktion zwischen Heparin und DNA-Polymerase unterbin-

det. Dadurch wird eine zuverlässige Isolierung der miRNAs aus den heparinisierten Plasmen erzielt 

(Kondratov et al., 2016). Des Weiteren ist es nötig, die Wirkung der Ribonukleasen (RNasen) zu unter-

drücken. Diese Enzyme führen durch hydrolytische Spaltung der Phosphodiesterbrücken der Ribonuk-

leinsäuren zum Abbau der RNA. Um diesen Ablauf zu unterbrechen, wurde ein RNasen-Inhibitor 

(RNaseOUT™, Thermo Fisher Scientific) verwendet.  Insgesamt wurden 100 µl Plasma mit 10 µl He-

parinase (1mg/ml) und 2,5 µl RNaseOUT (40 U/µl) vermischt und bei 25 °C für eine Stunde inkubiert. 

Anschließend wurde das Volumen mit 87,5 µl Nuclease freiem Wasser gewaschen. 

5.3.3 Gesamt-RNA Isolierung, einschließlich miRNA 

Das miRNeasy Serum/Plasma Kit von Qiagen, ein Kit zur Purifikation von miRNA und anderen klei-

nen RNAs aus kleinen Volumina von Serum und Plasma, wurde eingesetzt. Zur Lyse von Fettgewebe 

wurde 1 ml Qiazol Reagens von Qiagen hinzugegeben, im Vortexmischer geschüttelt und bei Raum-

temperatur (RT) für fünf Minuten inkubiert. Es folgte die Hinzugabe von 1µl Glykogen (20mg/ml Lö-

sung) mit dem Ziel, sehr kleine Oligonukleotide auszufällen. 3,5 µl spike-in cel-mir-39, eine quantifi-

zierte synthetische RNA zur Kalibrierung während des RNA-Extraktionsverfahrens, sowie 200 µl Chlo-

roform wurden für drei Minuten bei Raumtemperatur hinzugegeben. Nach 15-minütiger Zentrifugation 

bei 14000 Umdrehungen pro Minute bei 4 °C wurden 600 µl wässrige Phase in ein neues Röhrchen 

https://de.wikipedia.org/wiki/Phosphodiesterbindung
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entnommen und die RNA mit dem vollautomatisierten QIAcube Roboter von Qiagen nach der Angabe 

des Herstellers isoliert. Am Ende der RNA Extraktion wurden die Röhrchen auf Eis gelagert. Mit Hilfe 

des Nano Drop-2000/2000c Spektrophotometer von Thermo Fisher Scientific wurden die Qualität und 

die Quantität der RNA validiert. Nach Kalibrierung des Gerätes erfolgte die Messung der RNA-

Konzentration in ng/µl durch die photospektrometrischen Reaktionen und die Absorption der Wellen-

längen von 230 nm, 260 nm und 280 nm. Die Integrität der RNA wurde mit Hilfe der 2100 Expert 

Software Version B.02.02 von Agilent beurteilt.  

5.4 Microarray 

Die Expression von 2549 miRNAs wurde mit Hilfe des Agilent SurePrint G3 miRNA Microarray Sys-

tems (basierend auf miRbase Version 21) von Agilent nach den Anweisungen des Herstellers gemes-

sen. Die miRNA-Expression wurde in jeweils 37 Serumproben analysiert. Um fluoreszenzmarkierte 

miRNA zu erzeugen, wurde der miRNA Complete Labeling und Hyb Kit von Agilent verwendet. Diese 

Methode beinhaltet die Bindung einer Cyanin 3-pCp-Einheit mit mehr als 90% Wirkungsgrad an das 3'-

Ende eines RNA-Moleküls. Die Verwendung von Calf Intestinal Phosphatase führt zur Dephosphory-

lierung der RNA, und die Verwendung von Dimethylsulfoxid (DMSO) zur RNA-Denaturierung. Es 

wurden 100 ng der im Voraus isolierten RNA auf ein Volumen von 2 µl gegeben, anschließend wurden 

0,5 µl Calf Intestinal Phosphatase, 1,1 µl nucleasefreies H2O und 0,4 µl Calf Intestinal Phosphatase 

Puffer hinzugefügt. Dann erfolgte die Inkubation im Thermocycler für 30 Minuten bei 37 °C. Als 

nächster Schritt wurden 2,8 µl DMSO (100%) hinzugegeben, schließlich wurden mittels Temperatur-

steigerung bis 99 °C für fünf Minuten die Calf Intestinal Phosphatase inhibiert und die Ribonukleinsäu-

re denaturiert. Anschließend wurden die Proben auf Eis gelagert. Dann erfolgte die Präparation von 

Ligation-Master-Mix durch die Mischung von 0,5 µl T4-RNA-Ligase, 3 µl Cyanin3-pCp und 1 µl RNA 

Ligase Puffer. Diese Mischung wurde zu den denaturierten RNA-Proben hinzugefügt und bei einer 

Temperatur von 16 °C für zwei Stunden inkubiert. Durch die Verwendung des Enzyms T4-RNA-

Ligase wird die ATP-abhängige Bildung von Phosphodiesterbindungen katalysiert, als Folge werden 

zwei RNA-Moleküle miteinander verbunden. Im Folgenden wurde die Probenpurifikation durchge-

führt, um das übrige DMSO und freie Cyanin 3-pCp-Einheiten zu eliminieren. Hierzu wurde die Probe 

in einer Vakuumzentrifuge bei 45-55 °C getrocknet und schließlich in dem Hybridisierungspuffer, der 

aus der Mischung von 22,5 µl Hi-RPM Hybridisierungspuffer, 17 µl nucleasefreiem H2O, 4,5 µl Blo-

cking Agent, und 1 µl Hyb-Spike-In Lösung besteht, resuspendiert. Als nächstes wurde die Mischung 

bei 100 °C für fünf Minuten inkubiert und danach auf Eis gelagert. Anschließend wurden die Mikro-

array Slides (SurePrint G3 Human miRNA, 8X60K Microarray von Qiagen) beladen. Die Slides wur-

den für 20 Stunden bei 55 °C und 20 Umdrehungen pro Minute inkubiert. Schließlich wurden die 

Mikroarray Slides mit Gene Expression Wash Buffer Kit von Agilent gespült und getrocknet, um zu-

verlässige Ergebnisse in der post-Hybridisierung Phase zu gewährleisten. Die Mikroarray Slides wur-

den in Slidehalter gebracht und mit dem Agilent G2565BA Microarray Scanner abgetastet. Es erfolgte 
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nun die Darstellung der miRNA mittels erstellter Slides. Die gemessenen Daten wurden auf eine Matrix 

übertragen, wodurch die Patientenplasmen in Zeilen und die miRNA in Spalten gefasst wurden. 

5.5 Reverse Transkription - quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion (RT-

qPCR) 

Die Evaluation der Microarray Ergebnisse wurde unter Verwendung der Reverse Transkription – quan-

titative Echtzeit Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) im ABI StepOnePlus™ Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems) von Life Technologies durchgeführt.  

Im ersten Schritt wird hierbei die isolierte RNA durch das Enzym Reverse Transkriptase in eine kom-

plementäre Desoxyribonukleinsäure (cDNA) umgeschrieben. Mit dem NanoDrop ND-2000c Spectro-

photometer von Thermo Fisher Scientific wurden die verschiedenen RNA-Konzentrationen kalkuliert.  

Mit Hilfe des miScript RT II Kit von Qiagen wurde die cDNA produziert. Zuerst wurde die Reverse 

Transkriptase Mischung vorbereitet. Diese Mischung enthält alle Komponenten, die für die Synthese 

des ersten Strangs der komplementären DNA (cDNA) erforderlich sind. Die Mischung wurde durch die 

Gabe von 4 µl 5x miScript HiSpec Buffer, 2 µl 10x miScript Nucleics Mix und 2 µl miScript Reverse 

Transcriptase Mix hergestellt. Zur Mischung wurden jeweils 100 ng extrahierter RNA gegeben und mit 

Nuklease-freiem Wasser auf ein Volumen von 20 µl verdünnt und für 60 Minuten bei 37 °C inkubiert, 

um die cDNA zu synthetisieren. Anschließend wurde die Temperatur für fünf Minuten bis 95 °C ge-

steigert, um die aktivierte miScript Reverse Transcriptase zu inhibieren, und bei -20 °C für die weitere 

Analyse gelagert. Mit Hilfe des vollautomatischen Pipettierungssystems QIAgility™ von Qiagen wur-

den jeweils 2 µl cDNA (verdünnt 1:10 mit DEPC-Wasser), 2 µl miScript Universal Primer, 2 µl 

miScript Primer Assay, 10 µl SYBR Green PCR Master Mix, und 4 µl RNAse freies H2O gemischt.  

Das Ziel der RT-qPCR liegt darin, definierte Oligomere zu amplifizieren und in der Folge nachweisen 

zu können. In der vorliegenden Studie wurden miScript Primer Assays eingesetzt, die miRNA-

spezifische Primer für folgende, schon durch Microarray definierte miRNAs enthielten: miR-142-3p, 

miR-126-3p, miR-574-5p, let-7f-5p und miR-26a-5p. Für die endogene Prüfung wurde Spike-in cel-

mir-39 verwendet.  

Zum Nachweis doppelsträngiger DNA in der real time quantitativen PCR wird der Fluoreszenzfarbstoff 

SYBR Green eingesetzt. Er ist ein asymmetrischer Cyanin-Farbstoff und wurde erstmalig 1995 als 

DNA-Farbstoff in der Gelelektrophorese benutzt (Schneeberger et al., 1995). Mit der Zunahme der 

DNA-Moleküle in der PCR wird zunehmend SYBR Green angelagert und somit steigt die Fluoreszenz 

im Ansatz. SYBR Green hat einen Emissionsbereich zwischen 494 und 521 nm. Die Fluoreszenz wird 

nach jedem PCR Zyklus gemessen.  

In der RT-qPCR wurden insgesamt 40 Zyklen durchgeführt. Jeder Zyklus besitzt drei Schritte: 

• Denaturierung: Die Mischung wird für 15 Sekunden bis 94 °C erhitzt, bei dieser Temperatur 

trennen sich die beiden DNA-Stränge durch Zerstörung der Wasserstoffbrückenbindungen 

zwischen den Basen voneinander. 
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• Primerhybridisierung (primer annealing): Die Mischung wird schnell bis 55 °C für 30 Sekun-

den abgekühlt. Bei dieser Temperatur wird die erneute Bindung der DNA-Stränge verhindert, 

damit die Primer sich anlagern können. 

• Elongation (Extending, Amplifikation): Die Mischung wird wieder für 30 Sekunden bis 70 °C 

erhitzt, Während der Elongation synthetisiert die Polymerase vom Primer aus in 5ˋ-3ˋ-

Richtung den komplementären Strang. 

Die emittierten fluoreszierenden Signale im Verlauf der PCR werden detektiert. Sie zeigen die vier 

Phasen der Amplifikation in der PCR. Die Signale in der Baseline Phase liegen unter der Detektions-

schwelle. Die zweite Phase, die exponentielle Phase, beginnt mit der Detektion des ersten Signals 

(Schwellenwertzyklus) und schreitet fort bis zur maximalen exponentiellen Detektionsrate. Daraufhin 

folgt die lineare Phase, die in erster Linie durch Substratmangel und Denaturierung der DNA Polymera-

se bedingt ist. In der folgenden Plateauphase sinkt die Amplifizierung rasch ab.  

5.6 Statistische Auswertung  

Für die statistische Analyse der klinischen Daten wurde die frei verfügbare Entwicklungsumgebung 

„R“ verwendet (Version 3.3.2. für MacOS). Insgesamt 430 Patienten wurden eingeschlossen. Für die 

grundlegende Analyse der Patientendaten wurde eine Varianzanalyse (ANOVA, Analysis of variance, 

implementiert im R stats Paket und der aovFunktion) durchgeführt. Die Patienten wurden nach Ge-

schlecht, Resektionsverfahren, Histologie, Tumorstadium, Lymphknotenbefall (N1, N2, single level, 

multilevel), und R-Status eingeteilt. Es soll untersucht werden, ob die Ergebnisse der IASLC an einer 

kleineren Gruppe von Patienten mit nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen nachzuvollziehen sind, u.a. 

ob der Lymphknotenbefall bezüglich single- bzw. multilevel- Subklassifizierung mit den Überlebens-

zeiten der Patienten korreliert. Um abzuschätzen, ob das Überleben signifikant von einem der Parame-

ter abhängt, wurde eine Überlebenszeitanalyse (Kaplan-Meier) durchgeführt. Die zensierten Überle-

bensdaten wurden als Eingabe verwendet, um die Überlebenskurve zu berechnen (survfit Funktion aus 

dem R Paket survival). Um den Unterschied zwischen Kurven zu berechnen, wurde die survdiff Funk-

tion aus dem R Paket survival verwendet. Als Signifikanzniveau wurde ein alpha-Level von 0,05 ge-

wählt. Die Werte sind als Mittelwerte mit Standardabweichung (Mittelwert ± SD) angegeben. Zur Dar-

stellung der Daten wurden Boxplots und Kaplan-Meier Kurven verwendet.  

 

In Bezug auf miRNA-Expression (Microarray) wurden die Differenzen im Plasma von Lungenkarzi-

nompatienten mit der frei erhältlichen R Software v.2.14.2 (R Development Core Team, 2010) ausge-

wertet. Die Microarraydaten wurden entsprechend mit Varianz-stabilisierender Normalisierung (VSN) 

kalibriert, einer von Huber entwickelten Methode zur Reduktion der Messunterschiede innerhalb der 

Microarrays (Huber et al., 2002). Des Weiteren wurden die Daten zur besseren Darstellung logarith-

miert. In den Vergleichprozess wurden alle miRNAs einbezogen, die einen p-Wert <0,05 zeigten. In 

Bezug auf die miRNA-Expression (RT-qPCR) der ausgewählten miRNAs wurden alle RT-qPCR Daten 
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mit Hilfe von SDS Relative Quantification Software Version 2.3 analysiert. P < 0,05 und Fold Change 

(FC) > 1,5 werden als signifikant für RT-qPCR ausgewertet. 

Zuerst wurden die Ct-Werte (thresholdcycle) für jede Probe einschließlich der Spike-In Kontrolle (miR-

39) berechnet, dann wurde die Differenz zwischen jedem miRNA-Ct-Wert und einem Ct-Wert der Spi-

ke-In Kontrolle kalkuliert. Als Folge wurde ΔCt (ΔCt = Ct(jede untersuchte miRNA) – Ct(Spike-In Kontrolle miR-39)) 

gebildet. Um ΔΔCt zu berechnen, wurden die Mittelwerte für jede ΔCt und dann ΔΔCt mit der Glei-

chung ΔΔCt = Mittelwert (ΔCt(LTS-Gruppe)) – Mittelwert (ΔCt(STS-Gruppe)) berechnet. 

Anschließend wurde der Fold Change (FC) mit der Gleichung FC = 2 –ΔΔCt kalkuliert (Livak und 

Schmittgen, 2001). In Abhängigkeit vom FC-Wert (FC > 1,5) wurde der t-Test durchgeführt. P < 0,05 

wurde als signifikant bewertet.  

5.7 Analyse der Zielgene und Signalwege  

Mit Hilfe von DIANA-miRPath v.3.0 Software wurden die KEGG-Signalwege in der vorliegenden 

Studie analysiert. Die Bestimmung von experementiell validierten miRNA-Zielgenen wurde mittels 

DIANA-TarBase Algorithmus (TarBase v7.0) durchgeführt.  
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6 Ergebnisse 

6.1 Klinische Daten 

Die Anzahl aller untersuchten Patienten ist 430, die Zahl der gesamten Sterbefälle ist 315 (73,3% aller 

untersuchten Patienten). Die Anzahl der tumorbedingten Sterbefälle ist 253 (58,8% aller untersuchten 

Patienten). Tabelle 14 gibt einen Überblick über die tumorbedingte Sterblichkeit bei Patienten mit defi-

nierten Merkmalen bzw. bei Patienten mit Tumoren, die bestimmte Merkmale zeigen. 

Tabelle 14: Anzahl der Patienten mit verschiedenen Merkmalen. Berücksichtigt werden alle Patienten und die 

tumorbedingt verstorbenen Patienten. Adeno-Ca= Adenokarzinom, PEC= Plattenepithelkarzinom, SCLC= 

kleinzelliges Lungenkarzinom, R-Status= Resektionsstatus, A= Anzahl aller operierten Patienten, B= Anzahl der 

tumorbedingten Sterbefälle. 

In der Folge werden die tumorbedingt bzw. nicht tumorbedingt verstorbenen Patienten und die zum 

Untersuchungszeitpunkt noch lebenden Patienten bezüglich der verschiedenen Merkmale Geschlecht, 

Histologie, Resektionsverfahren, R-Status, UICC7, UICC8, Lymphknotenstatus und Lymphknoten-

subklassifizierung analysiert. 

6.1.1 Überlebenszeiten in Abhängigkeit vom Geschlecht 

Die gesamte Anzahl der tumorbedingten Sterbefälle ist 253 (58,8% aller operierten Patienten), davon 

sind 178 Patienten (70,4%) Männer und 75 Patienten (29,6%) Frauen. Die Tabelle 15 zeigt die mittle-

ren Überlebenszeiten  der Patienten, die tumorbedingt verstorben sind. Sie sind nach dem Geschlecht 

aufgeteilt. Der Unterschied ist statistisch signifikant (p < 0,05). 

Patientenverteilung 

operierte  

Patienten (Σ430) 

tumorbedingte 

Sterbefälle (Σ253) 

A B B/A(%) 

Geschlecht 

  

männlich 306 178 58,2 

weiblich 124 75 60,5 

Histologie 

  

Adeno-Ca 186 108 58,1 

PEC 194 114 58,8 

SCLC 11 10 90,9 

Sonstige Histologie 39 21 53,9 

Resektionsverfahren 

Lobektomie 340 194 57,1 

Bronchusmanschettenresektion 54 31 57,4 

Pneumonektomie 36 28 77,8 

LK-Status 

N0 256 130 50,8 

N1 98 63 64,3 

N2 76 60 78,9 

LK-

Subklassifizierung 

N0 256 130 50,8 

N1a 69 41 59,4 

N1b 29 22 75,9 

N2a 53 44 83,0 

N2b 23 16 69,6 

R-Status 

R0 364 204 56,0 

R1 37 26 70,3 

R2 10 8 80,0 

Rx 19 15 78,9 
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Geschlecht (tumorbedingt  

verstorbene Patienten) 

n 

(Σ253) 

MÜZ 

(Monate) 
SD p 

männlich 178 24,5 23,7 
0,002 

weiblich 75 35,5 30,8 

Tabelle 15: Mittlere Überlebenszeit der tumorbedingt verstorbenen Patienten in Abhängigkeit vom Geschlecht 

(MÜZ: mittlere Überlebenszeit, SD: Standardabweichung). 

 

Abbildung 4: Boxplot der Überlebenszeiten der tumorbedingt verstorbenen Patienten, getrennt nach Geschlecht. 

Männer werden grün und Frauen rot dargestellt.  

Abbildung 4 zeigt mittels Boxplot die Verteilung und die Überlebenszeiten der tumorbedingt verstor-

benen Patienten, getrennt nach Geschlecht. Die mittleren und medianen Überlebenszeiten der Frauen 

sind signifikant länger als die der Männer. 

Tabelle 16 zeigt den aktuellen Status aller operierten Patienten (n=430) abhängig vom Geschlecht. 

Zum Zeitpunkt der Untersuchung lebten von den Männern noch 26,8%, tumorbedingt verstorben sind 

58,2%, nicht tumorbedingt verstorben sind 15,0%. Die entsprechenden Zahlen bei den Frauen sind 

27,4%, 60,5%, 12,1%. Es gibt keinen signifikanten Unterschied der verschiedenen Gruppen „lebt“, 

„nicht tumorbedingt verstorben“ und „tumorbedingt verstorben“ (Fisher Test p = 0,7). Es ist deutlich, 

dass die Haupttodesursache tumorbedingt war, und es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen 

den Geschlechtern (58,2% vs. 60,5%). 

Geschlecht 

(alle Patienten) 

lebt 
nicht tumorbedingt 

verstorben 
tumorbedingt verstorben 

n % n % n % 

männlich (Σ306) 82 26,8 46 15,0 178 58,2 

weiblich (Σ124) 34 27,4 15 12,1 75 60,5 

Tabelle 16: Geschlechtsverteilung aller operierten Patienten, Überleben und Todesursachen. 
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Die Anzahl der nicht tumorbedingt verstorbenen Patienten ist 61 (14,2% aller operierten Patienten). 

Die Anzahl dieser Patienten hat keinen signifikanten Einfluss auf die Überlebenszeiten (mediane 

Überlebenszeit) bzw. Überlebensraten (2-JÜR, 5-JÜR) (Tabelle 17, Tabelle 18), da sie prozentual mit 

15,0% (m) bzw. 12,1% (w) annähernd gleich hoch ist. Das weibliche Geschlecht hat insgesamt höhere 

mediane Überlebenszeiten im Vergleich zu Männern. 

Geschlecht 

(alle Patienten) 
n (Σ430) 

mediane 

Überlebenszeit (Monate) 

2-JÜR 

(%) 

5-JÜR 

(%) 

männlich 306 30,5 55,6 34,3 

weiblich 124 41,0 71,0 42,7 

Tabelle 17: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten aller operierten Patienten, getrennt nach Geschlecht. 

JÜR= Jahres Überlebensrate. 

Geschlecht (lebende und  

tumorbedingt verstorbene 

Patienten) 

n (Σ369) 
mediane 

Überlebenszeit (Monate) 

2-JÜR 

(%) 

5-JÜR 

(%) 

männlich 260 31,5 55,0 36,5 

weiblich 109 47,0 71,6 45,0 

Tabelle 18: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten getrennt nach Geschlecht. Es sind nur die Patienten, 

die leben oder tumorbedingt verstorben sind, berücksichtigt. JÜR= Jahres Überlebensrate. 

In der Kaplan-Meier Kurve (Abbildung 5) gibt es zwischen den beiden Geschlechtern keinen signifi-

kanten Unterschied in den Überlebenszeiten (p = 0,46). 

 

Abbildung 5: Kaplan-Meier Kurven der Überlebenszeit aller operierten Patienten mit Lungenkarzinom abhän-

gig vom Geschlecht. m= männlich, w= weiblich. 
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6.1.2 Überlebenszeiten in Abhängigkeit von der Histologie 

Von 253 Patienten mit tumorbedingtem Tod hatten 108 (42.7%) Adenokarzinome, 114 (45.1%) Plat-

tenepithelkarzinome, 10 (3.9%) kleinzellige Lungenkarzinome, und 21 (8.3%) eine andere Histologie. 

Unter anderer Histologie werden großzelliges Lungenkarzinom, Karzinoid, adenosquamöses Karzi-

nom, Sarkom, und andere seltene Lungenkarzinome gerechnet. In Tabelle 19 sieht man keine signifi-

kante Differenz der mittleren Überlebenszeiten (p = 0,32). 

Histologie 

(tumorbedingt verstorbene Patienten) 
n (Σ253) 

MÜZ  

(Monate) 
SD p 

Adenokarzinom 108 21,5 29 

0,32 
Plattenepithelkarzinom 114 16,5 24 

Kleinzelliges Karzinom 10 ,022  23 

Sonstige Histologie 21 25,5 32 

Tabelle 19: Verteilung der tumorbedingt verstorbenen Patienten nach Histologie des Tumors und ihre mittlere 

Überlebenszeiten. 

 

Abbildung 6: Boxplot der Überlebenszeiten der tumorbedingt verstorbenen Patienten in Abhängigkeit von der 

Histologie. 

Es lässt sich in Tabelle 20 eine höhere tumorbedingte Sterblichkeit bei kleinzelligem Lungenkarzinom  

erkennen, die allerdings statistisch nicht signifikant ist (p > 0,05). 

Histologie 
Lebt 

nicht tumorbedingt 

verstorben 

tumorbedingt 

verstorben 

n % n % n % 

Adenokarzinom (Σ186) 53 28,5 25 13,4 108 58,1 

Plattenepithelkarzinom (Σ194) 49 25,3 31 16,0 114 58,8 

Kleinzelliges Karzinom (Σ11) 0 0,0 1 9,1 10 90,9 

Sonstige Histologie (Σ39) 14 35,9 4 10,3 21 53,8 

Tabelle 20: Aktueller Status der Patienten („lebt“, „nicht tumorbedingt verstorben“ und „tumorbedingt ver-

storben“) abhängig von der Histologie des Tumors. Die höhere Mortalität des kleinzelligen Lungenkarzinoms ist 

nicht signifikant (Fischer Test p = 0,25). 
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Die Anzahl nicht tumorbedingt verstorbener Patienten (n=61, 14,2% aller operierten Patienten) hat 

keinen signifikanten Einfluss auf die Überlebenszeiten (mediane Überlebenszeit) bzw. Überlebensra-

ten (2-JÜR, 5-JÜR) (Tabelle 21, Tabelle 22). 

Histologie 

(alle Patienten) 

n 

(Σ430) 

mediane Überlebenszeit 

(Monate) 
2-JÜR (%) 5-JÜR (%) 

Adenokarzinom 186 35,5 63,4 37,1 

Plattenepithelkarzinom 194 34,5 55,7 35,6 

Kleinzelliges Karzinom 11 31,0 54,5 27,3 

Sonstige Histologie 39 43,0 66,7 43,6 

Tabelle 21: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten aller operierten Patienten, getrennt nach Histologie. 

JÜR= Jahres Überlebensrate. 

Histologie (lebende und 

tumorbedingt verstorbene 

Patienten) 

n 

(Σ369) 

mediane Überlebenszeit 

(Monate) 
2-JÜR (%) 5-JÜR (%) 

Adenokarzinom 161 40,0 64,6 41,0 

Plattenepithelkarzinom 163 32,0 54,6 37,4 

Kleinzelliges Karzinom 10 25,5 50,0 20,0 

Sonstige Histologie 35 40,0 65,7 42,9 

Tabelle 22: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten abhängig von der Histologie. Es sind nur die Patien-

ten, die leben oder tumorbedingt verstorben sind, berücksichtigt. JÜR= Jahres Überlebensrate. 

Die Abbildung 7 zeigt, dass Patienten mit kleinzelligem Lungenkarzinom die kürzesten Überlebens-

zeiten hatten. Der Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant ist (p = 0,2), wobei dies in erster 

Linie an der kleinen Zahl der Patienten mit kleinzelligem Lungenkarzinom liegt. 

 

Abbildung 7: Kaplan-Meier Kurven der Überlebenszeit aller operierten Patienten mit Lungenkarzinom. Die 

Patienten wurden nach der Histologie in Gruppen eingruppiert. Adeno-Ca= Adenokarzinom, PEC= Plat-

tenepithelkarzinom, SCLC=kleinzelliges Karzinom. 
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6.1.3 Überlebenszeiten in Abhängigkeit vom Resektionsverfahren 

Die Anzahl der tumorbedingten Sterbefälle beträgt 253 (58,8% der Gesamtfälle), davon 194 nach Lo-

bektomien, 31 nach Lobektomien mit Bronchusmanschettenresektion und 28 nach Pneumonektomien. 

Die mittleren Überlebenszeiten sind bei Patienten, die lobektomiert wurden und tumorbedingt verstar-

ben, signifikant länger als bei Patienten, die pneumonektomiert wurden und tumorbedingt verstarben 

(p < 0,05) (Tabelle. 25). 

Resektionsverfahren 

(tumorbedingt verstorbene Patienten) 

n 

(Σ253) 

MÜZ 

(Monate) 
SD p 

Lobektomie 194 21,5 527,  

30,0  Lobektomie mit Bronchusmanschettenresektion 31 ,014  516,  

Pneumonektomie 28 ,011  126,  

Tabelle 23: Mittlere Überlebenszeit in Abhängigkeit von der Resektionsart bei den Patienten, die tumorbedingt 

verstorben. 

 

Abbildung 8: Boxplot der Überlebenszeiten der tumorbedingt verstorbenen Patienten in Abhängigkeit vom Re-

sektionsverfahren. 

Tabelle 24 zeigt den aktuellen Status aller operierten Patienten. Sie teilt ein in „lebt“, „nicht tumorbe-

dingt verstorben“ und „tumorbedingt verstorben“. Die tumorbedingte Sterblichkeit ist nach Pneumo-

nektomie am höchsten, ist aber nicht signifikant (Fischer Test p = 0,2).  

Resektionsverfahren 
lebt 

nicht tumorbedingt 

verstorben 

tumorbedingt  

verstorben 

n % n % n % 

Lobektomie (Σ340) 96 28,2 50 14,7 194 57,1 

Lobektomie mit Bronchusmanschet-

tenresektion (Σ54) 
15 27,8 8 14,8 31 57,4 

Pneumonektomie (Σ36) 5 13,9 3 8,3 28 77,8 

Tabelle 24: Resektionsverfahren und aktueller Status der Patienten („lebt“, „nicht tumorbedingt verstorben“ 

und „tumorbedingt verstorben“). 
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Tabelle 25 zeigt die Überlebensraten und die medianen Überlebenszeiten aller operierten Patienten, 

getrennt nach Resektionsart und unabhängig von der Todesursache. Tabelle 26 zeigt die Überlebensra-

ten und medianen Überlebenszeit der Patienten, die zum Untersuchungszeitpunkt noch lebten und der 

tumorbedingt verstorbenen, getrennt nach Resektionsart. Die lobektomierten Patienten haben höhere 

mediane Überlebenszeiten im Vergleich mit den Patienten mit anderen operativen Eingriffen (p = 

0,004). 

Resektionsverfahren 

(alle Patienten) 

n 

(Σ430) 

mediane Überlebenszeit 

(Monate) 

2-JÜR 

(%) 

5-JÜR 

(%) 

Lobektomie 340 39,0 63,8 38,8 

Lobektomie mit Bronchialmanschetten-

resektion 
54 32,0 53,7 33,3 

Pneumonektomie 36 15,5 33,3 22,2 

Tabelle 25: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten aller operierten Patienten, getrennt nach den operati-

ven Eingriffen. 

Resektionsverfahren (lebende und  

tumorbedingt verstorbene Patienten) 

n 

(Σ369) 

mediane Überlebenszeit 

(Monate) 

2-JÜR 

(%) 

5-JÜR 

(%) 

Lobektomie 290 39,5 64,5 41,7 

Lobektomie mit Bronchusmanschetten-

resektion 
46 26,0 50,0 34,8 

Pneumonektomie 33 15,0 33,3 21,2 

Tabelle 26: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten getrennt nach den operativen Eingriffen. Es sind nur 

die Patienten, die leben oder tumorbedingt verstorben sind, berücksichtigt. JÜR= Jahres Überlebensrate. 

 

Abbildung 9: Kaplan-Meier Kurven der Überlebenszeiten aller operierten Patienten mit Lungenkarzinom. Die 

Patienten wurden nach Resektionsverfahren in Gruppen Lobektomie, Lobektomie mit Bronchusmanschettenre-

sektion, und Pneumonektomie eingruppiert. Es lässt sich eine signifikant höhere Sterblichkeitsrate bei Pneumo-

nektomie erkennen (p < 0,05). 
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Abbildung 9 zeigt, dass Pneumonektomie im Vergleich zu Lobektomie und Lobektomie mit Bron-

chusmanschettenresektion mit einem kürzeren Überleben einhergeht. Die Unterschiede sind signifi-

kant (p = 0,004). 

6.1.4 Überlebenszeiten in Abhängigkeit vom R-Status 

Von 253 tumorbedingten Sterbefällen wurde bei 204 Patienten (80.6%) der Tumor potenziell kurativ 

reseziert (R0-Status), 26 (10.3%) hatten eine mikroskopisch nachgewiesene Tumorinfiltration der 

Resektionsränder (R1-Status), 8 (3.2%) eine makroskopisch nachgewiesene Tumorinfiltration der 

Resektionsränder (R2-Status), und 15 (5.9%) einen unsicheren o. nicht beschriebenen R-Status (Rx-

Status). Die Patienten mit R0-Status, die tumorbedingt verstarben, überlebten am längsten und die 

Patienten mit R2-Status am kürzesten. Die Patienten mit R0-, R1-Status hatten ähnliche Überlebens-

zeiten (19, 17 Monate). Der Unterschied zwischen den Gruppen ist statistisch nicht signifikant (p > 

0,05). 

R-Status (tumorbedingt 

verstorbene Patienten) 
n (Σ253) 

MÜZ  

(Monate) 
SD p 

R0 204 19 726,  

0,4 
R1 26 17 527,  

R2 8 12 920,  

Rx 15 4 28,1 

Tabelle 27: Verteilung der tumorbedingt verstorbenen Patienten nach Resektionsstatus. MÜZ = mittlere Über-

lebenszeiten, SD = Standardabweichung, R-Status= Resektionsstatus. 

 

Abbildung 10: Boxplot für die Verteilung der tumorbedingten Sterbefälle nach R-Status. R0= tumorfreie Resek-

tionsränder, R1= mikroskopisch tumorinfiltrierte Resektionsränder, R2= makroskopische tumorinfiltrierte Re-

sektionsränder, Rx= Residualtumor kann nicht bestätigt werden. 
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In Tabelle 28 sieht man, dass die tumorbedingte Sterblichkeitsrate in der R2-Gruppe im Vergleich mit 

Patienten mit R1-, und R0-Status (80,0% vs.70,3 vs. 56,0%) am höchsten ist, und dass die Patienten 

mit R0-Status ein längeres Überleben hatten. Die Unterschiede sind aber statistisch nicht signifikant (p 

= 0,14). 

R-Status  lebt 
nicht tumorbedingt 

verstorben 

tumorbedingt 

verstorben 

  n % n % n % 

R0 106 29,1 54 14,8 204 56,0 

R1 5 13,5 6 16,2 26 70,3 

R2 2 20,0 0 0,0 8 80,0 

Rx 3 15,8 1 5,3 15 78,9 

Tabelle 28: Aktueller Status der Patienten („lebt“, „nicht tumorbedingt verstorben“ und „tumorbedingt ver-

storben“) in Abhängigkeit vom R-Status. R-Status= Resektionsstatus. 

Die Anzahl nicht tumorbedingt verstorbener Patienten (n=61, 14,2% aller operierten Patienten) hat 

keinen signifikanten Einfluss auf Überlebenszeiten (mediane Überlebenszeit) und Überlebensraten (2-

JÜR, 5-JÜR) (Tabelle 29, Tabelle 30). Auch die Unterschiede in Überlebenszeit und in Überlebensra-

ten (ohne nicht tumorbedingt verstorbene Patienten) sind nicht signifikant. Dies liegt in erster Linie an 

der geringen Anzahl von Patienten in der Gruppe R1, R2 und Rx (Tabelle 30). 

R-Status 

(alle Patienten) 

n 

(Σ430) 

mediane Überlebenszeit 

(Monate) 

2-JÜR 

(%) 

5-JÜR 

(%) 

R0 364 38,5 63,5 38,7 

R1 37 22,0 43,2 24,3 

R2 10 11,5 40,0 40,0 

Rx 19 16,0 36,8 21,1 

Tabelle 29: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten aller operierten Patienten, getrennt nach R-Status. 

JÜR= Jahres Überlebensrate. 

R-Status (lebende und tumorbedingt 

verstorbene Patienten) 

n 

(Σ369) 

mediane Überlebenszeit 

(Monate) 

2-JÜR 

(%) 

5-JÜR 

(%) 

R0 310 38,5 63,5 41,3 

R1 31 21,0 41,9 25,8 

R2 10 11,5 40,0 40,0 

Rx 18 18,5 38,9 22,2 

Tabelle 30: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten in Abhängigkeit vom R-Status. Es sind nur die Patien-

ten, die leben oder tumorbedingt verstorben sind, berücksichtigt. JÜR= Jahres Überlebensrate. 

Die Abbildung 11 zeigt, dass die Überlebenszeiten abhängig vom R-Status sind. Dies ist statistisch 

signifikant (p = 0,02). 
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Abbildung 11:  Kaplan-Meier Kurven der Überlebenszeit aller operierten Patienten mit Lungenkarzinom. Die 

Patienten wurden nach R-Status in Gruppen eingruppiert. R0= kein Resttumor an den Resektionsrändern, R1= 

mikroskopischer Resttumor an den Resektionsrändern, R2= makroskopischer Resttumor an den Resektionsrän-

dern, und Rx= Resttumor an den Resektionsrändern kann nicht beurteilt werden. Der Unterschied ist signifikant 

p<0,05. 

6.1.5 Überlebenszeiten in Abhängigkeit von den Tumorstadien (UICC7) 

Von 253 tumorbedingten Sterbefällen sind 0,8% im Stadium 0, 2% im Stadium IA, 11,1% im Stadium 

IB, 19,4% im Stadium IIA, 15,8% im Stadium IIB, 24,5% im Stadium IIIA, 9,5% im Stadium IIIB, 

und 1,9% im Stadium IV. Die Unterschiede der mittleren Überlebenszeiten sind statistisch signifikant 

(p = 0,004). 

Tumorstadien UICC7 

(tumorbedingt verstorbene Patienten) 
n (Σ253) MÜZ (Monate) SD p 

0 2 ,016  449,  

0,0036 

IA 43 21,5 818,  

IB 28 ,036  631,  

IIA 49 14,5 829,  

IIB 40 ,022  523,  

IIIA 62 ,019  20,5 

IIIB 24 ,09  13,0 

IV 5 13,5 119,  

Tabelle 31: Mittlere Überlebenszeiten der Patienten, die tumorbedingt verstorben sind. Tumorstadieneinteilung 

nach UICC7. 
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Abbildung 12: Boxplot der Überlebenszeiten der tumorbedingt verstorbenen Patienten in Abhängigkeit vom 

Tumorstadium nach UICC7. 

Neben dem Ergebnis, dass es in den höheren Tumorstadien mehr tumorbedingte Todesfälle gibt (Ta-

belle. 32), lassen Tabelle 31 und Abbildung 12 den Schluss zu, dass die Patienten, die tumorbedingt 

sterben, dann, wenn sie sich in einem früheren Tumorstadium befinden, längere Überlebenszeiten 

hatten als die Patienten, die ein höheres Tumorstadium hatten und tumorbedingt verstorben sind. Ta-

belle 32 zeigt den aktuellen Status („lebt“, „nicht tumorbedingt verstorben“ und „tumorbedingt ver-

storben“) der Patienten mit Tumoren aller Histologien und eingeteilt in die Stadien 0-IV nach der 7. 

Auflage der UICC. Während die tumorbedingte Sterblichkeit mit höheren Stadien ansteigt, und die 

nicht tumorbedingte Sterblichkeit in allen Stadien nahezu gleich ist, sinkt die Anzahl der Überleben-

den mit steigendem Tumorstadium. Auf Grund der kleinen Patientenzahl in jeder Gruppe konnten die 

p-Werte nicht gerechnet werden. 

Tumorstadien UICC7 

  

Lebt 
nicht tumorbedingt 

verstorben 

tumorbedingt 

verstorben 

n % n % n % 

0 (Σ4) 2 50,0 0 0,0 2 50,0 

IA (Σ91) 37 40,7 11 12,1 43 47,3 

IB (Σ69) 30 43,5 11 15,9 28 40,6 

IIA (Σ83) 19 22,9 15 18,1 49 59,0 

IIB (Σ64) 12 18,8 12 18,8 40 62,5 

IIIA (Σ84) 12 14,3 10 11,9 62 73,8 

IIIB (Σ28) 3 10,7 1 3,6 24 85,7 

IV (Σ7) 1 14,3 1 14,3 5 71,4 

Tabelle 32: Aktueller Status der Patienten („lebt“, „nicht tumorbedingt verstorben“ und „tumorbedingt ver-

storben“) in Abhängigkeit von den Tumorstadien (UICC7). 
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Die Anzahl von nicht tumorbedingt verstorbenen Patienten (n=61, 14,2% aller operierten Patienten) 

hat keinen signifikanten Einfluss auf Überlebenszeiten (mediane Überlebenszeit) bzw. Überlebensra-

ten (2-JÜR, 5-JÜR) (Tabelle 33, Tabelle 34). 

Tumorstadien UICC7 

(alle Patienten) 
n (Σ430) 

mediane Überlebenszeit 

(Monate) 

2-JÜR 

(%) 

5-JÜR 

(%) 

0 4 93,0 75,0 50,0 

IA 91 70,0 76,9 54,9 

IB 69 57,0 71,0 46,4 

IIA 83 36,0 65,1 34,9 

IIB 64 31,0 53,1 29,7 

IIIA 84 19,5 47,6 25,0 

IIIB 28 11,0 21,4 10,7 

IV 7 16,0 28,6 28,6 

Tabelle 33: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten aller operierten Patienten, getrennt nach Stadien nach 

UICC7. JÜR= Jahres Überlebensrate. 

Tumorstadien UICC7  

(lebende und tumorbedingt  

verstorbene Patienten) 

n (Σ369) 
mediane Überlebenszeit 

(Monate) 

2-JÜR 

(%) 

5-JÜR 

(%) 

0 4 93,0 75,0 50,0 

IA 80 85,0 80,0 60,0 

IB 58 57,0 74,1 53,4 

IIA 68 34,0 61,8 33,8 

IIB 52 28,5 51,9 28,8 

IIIA 74 18,5 45,9 27,0 

IIIB 27 10,0 22,2 11,1 

IV 6 19,5 33,3 33,3 

Tabelle 34: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten nach Stadieneinteilung nach UICC7. Es sind nur die 

Patienten, die leben oder tumorbedingt verstorben sind, berücksichtigt. JÜR= Jahres Überlebensrate. 

Die Abbildung 13 zeigt, dass die Überlebenszeiten signifikant unterschiedlich und von den Tumorsta-

dien abhängig sind (p = 4,6x10-10). 
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Abbildung 13: Kaplan-Meier Kurven der Überlebenszeiten der Patienten mit Lungenkarzinom. Die Patienten 

wurden nach UICC7 in Gruppen eingruppiert. Stadium 0, Stadium IA, Stadium IB, Stadium IIA, Stadium IIB, 

Stadium IIIA, Stadium IIIB, und Stadium IV. Die Unterschiede der Überlebenszeiten sind signifikant (p = 

4,6x10-10). 

6.1.6 Überlebenszeiten in Abhängigkeit von den Tumorstadien (UICC8) 

Von 253 tumorbedingten Sterbefällen sind 0,8% im Stadium 0, 1,6% im Stadium IA1, 4,7% im Stadi-

um IA2, 10,7% im Stadium IA3, 6,3% im Stadium IB, 4,4% im Stadium IIA, 25,3% im Stadium IIB, 

28,5% im Stadium IIIA, 15,8% im Stadium IIIB, und 1,9% im Stadium IVA. Die Unterschiede zwi-

schen den Tumorstadien sind statistisch hoch signifikant (p = 5,9x10-5). 

Tumorstadien UICC8 

(tumorbedingt verstorbene Patienten) 
n (Σ253) 

MÜZ 

(Monate) 
SD p 

0 2 ,016  449,  

5,9 x 10-5 

IA1 4 12,5 17,6 

IA2 12 ,047  0,62  

IA3 27 ,017  28,5 

IB 16 ,034  32,3 

IIA 11 18,5 23,1 

IIB 64 ,010  0,41  

IIIA 72 ,035  317,  

IIIB 40 7,5 27,4 

IVA 5 13,5 119,  

Tabelle 35: Tumorstadieneinteilung nach UICC8 mit mittlerer Überlebenszeit der Patienten, die tumorbedingt 

verstorben sind. 
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Abbildung 14: Boxplot der Überlebenszeiten der tumorbedingt verstorbenen Patienten in Abhängigkeit vom 

Tumorstadium (UICC8). 

Wie bei der Stadieneinteilung nach UICC7 zeigt sich auch bei der Einteilung nach UICC8, dass es in 

den höheren Tumorstadien mehr tumorbedingte Todesfälle gibt (Tabelle 35, Tabelle 36, Abbildung 

14). Entsprechend ist die mittlere Überlebenszeit und sind Kurz- und Langzeitüberleben (2-JÜR, 5-

JÜR) bei Patienten mit früheren Tumorstadien länger als bei Patienten mit höheren Tumorstadien (Ta-

belle 37, Tabelle 38). Man sieht auch (wie bei der UICC7-Einteilung), dass Patienten, die tumorbe-

dingt sterben, dann, wenn sie sich in einem früheren Tumorstadium befinden, längere Überlebenszei-

ten haben als die Patienten, die ein höheres Tumorstadium hatten und tumorbedingt verstorben sind. 

Tumorstadien UICC8 
Lebt 

nicht tumorbedingt 

verstorben 

tumorbedingt 

verstorben 

n % n % n % 

0 (Σ4) 2 50,0 0 0,0 2 50,0 

IA1 (Σ10) 6 60,0 0 0,0 4 40,0 

IA2 (Σ26) 12 46,2 2 7,7 12 46,2 

IA3 (Σ55) 19 34,5 9 16,4 27 49,1 

IB (Σ43) 19 44,2 8 18,6 16 37,2 

IIA (Σ26) 11 42,3 4 15,4 11 42,3 

IIB (Σ104) 21 20,2 19 18,3 64 61,5 

IIIA (Σ109) 20 18,3 17 15,6 72 66,1 

IIIB (Σ46) 5 10,9 1 2,2 40 87,0 

IVA (Σ7) 1 14,3 1 14,3 5 71,4 

Tabelle 36: Aktueller Status der Patienten („lebt“, „nicht tumorbedingt verstorben“ und „tumorbedingt ver-

storben“) in Abhängigkeit von den Tumorstadien (UICC8). 
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Tabelle 36 zeigt den aktuellen Status („lebt“, „nicht tumorbedingt verstorben“ und „tumorbedingt ver-

storben“) der Patienten mit Tumoren aller Histologien und eingeteilt in die Stadien 0-IV nach der 8. 

Auflage der UICC. Während die tumorbedingte Sterblichkeit mit höheren Stadien ansteigt, und die 

nicht tumorbedingte Sterblichkeit in allen Stadien nahezu gleich ist, sinkt die Anzahl der Überleben-

den mit steigendem Tumorstadium. Auf Grund der kleinen Patientenzahl in jeder Gruppe konnten die 

p-Werte nicht gerechnet werden. 

Die Anzahl von nicht tumorbedingt verstorbenen Patienten (n=61, 14,2% aller operierten Patienten) 

hat keinen signifikanten Einfluss auf Überlebenszeiten (mediane Überlebenszeit) bzw. Überlebensra-

ten (2-JÜR, 5-JÜR) (Tabelle 37, Tabelle 38).  

Tumorstadien UICC8 

(alle Patienten) 
n (Σ430) 

mediane Überlebenszeit 

(Monate) 

2-JÜR 

(%) 

5-JÜR 

(%) 

0 4 93,0 75,0 50,0 

IA1 10 93,0 70,0 60,0 

IA2 26 101,0 88,5 61,5 

IA3 55 62,0 76,4 50,9 

IB 43 60,0 67,4 51,2 

IIA 26 56,0 76,9 42,3 

IIB 104 32,0 59,6 30,8 

IIIA 109 27,0 53,2 31,2 

IIIB 46 11,0 26,1 10,9 

IVA 7 16,0 28,6 28,6 

Tabelle 37: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten aller operierten Patienten in Abhängigkeit von Tu-

morstadien nach UICC8. JÜR= Jahres Überlebensrate. 

Tumorstadien UICC8 

(lebende und tumorbedingt 

verstorbene Patienten) 

n (Σ369) 
mediane Überlebenszeit 

(Monate) 

2-JÜR 

(%) 

5-JÜR 

(%) 

0 4 93,0 75,0 50,0 

IA1 10 93,0 70,0 60,0 

IA2 24 117,0 95,8 66,7 

IA3 46 75,0 78,3 56,5 

IB 35 118,0 65,7 57,1 

IIA 22 199,0 86,4 50,0 

IIB 85 29,0 56,5 30,6 

IIIA 92 26,5 53,3 32,6 

IIIB 45 10,0 24,4 11,1 

IVA 6 19,5 33,3 33,3 

Tabelle 38: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten in Abhängigkeit von Tumorstadien nach UICC8. Es 

sind nur die Patienten, die leben oder tumorbedingt verstorben sind, berücksichtigt. JÜR= Jahres Überlebensra-

te. 

Die Abbildung 15 zeigt, dass die Überlebenszeiten von den Tumorstadien abhängig sind, Sie nehmen 

zu, wenn das Tumorstadium abnimmt (p = 6,8×10-10). 
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Abbildung 15:  Kaplan-Meier Kurven der Überlebenszeit aller operierten Patienten mit Lungenkarzinom. Die 

Patienten wurden nach UICC8 in Gruppen eingruppiert. Stadium 0, Stadium IA1, Stadium IA2, Stadium IA3, 

Stadium IB, Stadium IIA, Stadium IIB, Stadium IIIA, Stadium IIIB, und Stadium IVA. 

6.1.7 Überlebenszeiten in Abhängigkeit vom Lymphknotenstatus 

Von 253 tumorbedingten Sterbefällen haben 130 (51,4%) einen N0-Status, 63 (24,9%) einen N1-

Status und 60 (23,7%) einen N2-Status. Die Patienten im N0-Status überlebten länger als die Patienten 

in N1-, oder N2-Status. Insgesamt hatten die Patienten mit fehlender mediastinaler Lymphknotener-

krankung (N0-1) längere mittlere und mediane Überlebenszeiten. Der Unterschied in den mittleren 

Überlebenszeiten der Patienten, die tumorbedingt verstorben, ist signifikant (p < 0,05) (Tabelle 39). 

Lymphknoten-Status 

(tumorbedingt verstorbene Patienten) 
n (Σ253) 

MÜZ  

(Monate) 
SD p 

N0 130 25 927.  

0.015 N1 63 12 225.  

N2 60 17 323.  

Tabelle 39: Verteilung der tumorbedingt verstorbenen Patienten nach Lymphknotenbefall mit mittleren Überle-

benszeiten  und Standardabweichung (SD). 
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Abbildung 16: Boxplot für die Überlebenszeiten der tumorbedingt verstorbenen Patienten aufgeschlüsselt nach 

dem Lymphknotenbefall. Die mediane bzw. mittlere Überlebenszeit der N0-Patienten ist signifikant höher als die 

der N1- und N2-Patienten (p = 0,015). 

Lymphknoten-Status 

(alle Patienten) 

Lebt 
nicht tumorbedingt 

verstorben 

tumorbedingt 

verstorben 

n % n % n % 

N0 (Σ256) 89 34,8 37 14,5 130 50,8 

N1 (Σ98) 20 20,4 15 15,3 63 64,3 

N2 (Σ76) 7 9,2 9 11,8 60 78,9 

Tabelle 40: Aktueller Status der Patienten („lebt“, „nicht tumorbedingt verstorben“ und „tumorbedingt ver-

storben“) in Abhängigkeit vom Lymphknotenstatus. 

Der Tabelle 40 lässt sich entnehmen, dass die meisten operierten Patienten im N0-Status sind, und die 

tumorbedingte Sterblichkeitsrate bei Patienten mit N2-Lymphknotenbefall am höchsten ist (78,9%), 

im Vergleich mit Patienten mit N0-, N1-Lymphknotenbefall (50,8%, 64,3%). Dagegen ist die nicht-

tumorbedingte Mortalität in den Gruppen N0, N1, N2 ähnlich (14,5% vs. 15,3% vs. 11,8%). Auf 

Grund der kleinen Patientenzahl in jeder Gruppe können die p-Werte nicht berechnet werden. 

Lymphknoten-Status 

 (alle Patienten) 

n 

(Σ430) 

mediane Überlebenszeit 

(Monate) 

2-JÜR 

(%) 

5-JÜR 

(%) 

N0 256 48,5 68,4 44,5 

N1 98 30,0 57,1 33,7 

N2 76 16,0 35,5 14,5 

Tabelle 41: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten aller operierten Patienten, getrennt nach Lymphkno-

tenstatus. JÜR= Jahres Überlebensrate. 
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Lymphknoten-Status (lebende 

und tumorbedingt verstorbene  

Patienten) 

n 

(Σ369) 

mediane Überlebenszeit 

(Monate) 

2-JÜR 

(%) 

5-JÜR 

(%) 

N0 219 57,0 70,8 48,9 

N1 83 28,0 54,2 32,5 

N2 67 15,0 31,3 14,9 

Tabelle 42: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten getrennt nach Lymphknotenstatus. Es sind nur die 

Patienten, die leben oder tumorbedingt verstorben sind, berücksichtigt. JÜR= Jahres Überlebensrate. 

Die Abbildung 17 zeigt, dass die Überlebenszeiten abhängig vom Lymphknotenstatus sind. Dabei 

hatten die Patienten im N0-Status die längsten Überlebenszeiten und die Patienten mit N2-Status die 

kürzesten Überlebenszeiten, dazwischen liegen die Patienten mit N1-Status. Der Unterschied ist hoch 

signifikant    (p = 6,8×10-9). 

 

Abbildung 17:  Kaplan-Meier Kurven der Überlebenszeit aller operierten Patienten mit Lungenkarzinom. Die 

Patienten wurden nach LK-Status in Gruppen eingruppiert. N0=kein Lymphknotenbefall, N1=ipsilateraler hilä-

rer oder interlobärer Lymphknotenbefall, N2=ipsilateraler mediastinaler oder subkarinaler Lymphknotenbefall. 

Der Unterschied ist statistisch hoch signifikant (p = 6,8 ×10-9). 

6.1.8 Überlebenszeiten in Abhängigkeit von der Lymphknoten-Subklassifizierung 

Neben der Einteilung des Lymphknotenbefalls in N0, N1, und N2 kann man in der Annahme einer 

prognostischen Wertigkeit die N1-Gruppe in N1a (i.e. single level-Befall) und N1b (i.e. multilevel-

Befall) einteilen. Entsprechend kann man auch die N2-Gruppe in N2a (single level-Befall) und N2b 

(multilevel-Befall) unterteilen. Ob diese Subklassifizierung von N1 und N2 wirklich prognostische 

Aussagen zulässt, ist aus mehreren Gründen noch nicht endgültig geklärt.  

Von 253 tumorbedingten Sterbefällen sind 130 (51,4%) im N0-Status, 41 (16,2%) im N1a-Status, 22 

(8,7%) im N1b-Status, 44 (17,4%) im N2a-Status, und 16 (6,3%) im N2b-Status. Die Patienten im N0-
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Status, d.h. ohne Lymphknotenbefall hatten längere Überlebenszeiten als die Patienten mit N1-

Erkrankung (N1a und N1b) bzw. N2-Erkrankung (N2a und N2b) (Tabelle 43). Die Unterschiede sind 

statistisch jedoch nicht signifikant (p = 0,06). 

Lymphknoten-Status 

(tumorbedingt verstorbene  

Patienten) 

n (Σ253) 
MÜZ  

(Monate) 
SD p 

N0 130 ,025  827,  

0.06 

N1a 41 ,09  834,  

N1b 22 ,018  222,  

N2a 44 ,014  221,  

N2b 16 14,5 25,6 

Tabelle 43: Verteilung der tumorbedingt verstorbenen Patienten nach Lymphknotensubklassifizierung mit mitt-

leren Überlebenszeiten  und Standardabweichung (SD). 

 

Abbildung 18: Boxplot für die Verteilung der tumorbedingten Sterbefälle in Abhängigkeit von der Lymphknoten-

klassifizierung. 

Abbildung 18 zeigt die Verteilung der tumorbedingt verstorbenen Patienten nach Lymphknotenbefall 

in N0, N1a single level, N1b multilevel, N2a single level, und N2b multilevel. Die Patienten im N0-

Status hatten längere Überlebenszeiten. 

Die größte Gruppe der operierten Patienten hatte eine N0-Erkrankung (n=256), die wenigsten Patien-

ten eine N1b-Erkrankung (n=29). Die tumorabhängige Sterblichkeitsrate steigt mit steigendem 

Lymphknotenbefall von N0 bis N2. Sie ist ähnlich hoch bei der N2a-Erkrankung (single level N2) und 
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der N1b-Erkrankung (multilevel N1) (83,0% bzw. 75,9%) (Tabelle 44). Auf Grund der kleinen Patien-

tenzahl in jeder Gruppe ergibt sich kein signifikanter Unterschied. 

Lymphknoten-Status 
lebt 

nicht tumorbedingt 

verstorben 

tumorbedingt 

verstorben 

n % n % n % 

N0(Σ256) 89 34,8 37 14,5 130 50,8 

N1a(Σ69) 17 24,6 11 15,9 41 59,4 

N1b(Σ29) 3 10,3 4 13,8 22 75,9 

N2a(Σ53) 3 5,7 6 11,3 44 83,0 

N2b(Σ23) 4 17,4 3 13,0 16 69,6 

Tabelle 44: Aktueller Status der Patienten („lebt“, „nicht tumorbedingt verstorben“ und „tumorbedingt ver-

storben“) in Abhängigkeit von der Lymphknotensubklassifizierung. LK= Lymphknotenstatus. 

Die Anzahl nicht tumorbedingt verstorbener Patienten (n=61, 14,2% aller operierten Patienten) hat 

keinen signifikanten Einfluss auf Überlebenszeiten (mediane Überlebenszeit) bzw. Überlebensraten 

(2-JÜR, 5-JÜR) (Tabelle 45, Tabelle 46). Die medianen Überlebenszeiten nehmen ab, wenn der 

Lymphknotenbefall von N0 bis N2b steigt. Der Unterschied ist statistisch signifikant p < 0,05. 

Lymphknoten-Status 

(alle Patienten) 

n 

(Σ430) 

mediane Überlebenszeit 

(Monate) 

2-JÜR 

(%) 

5-JÜR 

(%) 

N0 256 48,5 68,4 44,5 

N1a 69 35,0 60,9 39,1 

N1b 29 23,0 48,3 20,7 

N2a 53 17,0 41,5 11,3 

N2b 23 13,0 21,7 21,7 

Tabelle 45: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten aller operierten Patienten, getrennt nach Lymphkno-

tensubklassifizierung. JÜR= Jahres Überlebensrate. 

Lymphknoten-Status 

(lebende und tumorbedingt 

verstorbene Patienten) 

n 

(Σ369) 

mediane Überlebenszeit 

(Monate) 

2-JÜR 

(%) 

5-JÜR 

(%) 

N0 219 57 70,8 48,9 

N1a 58 35 58,6 37,9 

N1b 25 25 44,0 20,0 

N2a 47 16 34,0 10,6 

N2b 20 12 25,0 25,0 

Tabelle 46: 2-JÜR, 5-JÜR und mediane Überlebenszeiten bezüglich der Lymphknotensubklassifizierung. Es sind 

nur die Patienten, die leben oder tumorbedingt verstorben sind, berücksichtigt. JÜR= Jahres Überlebensrate. 

Abbildung 19 zeigt, dass die Überlebenszeiten vom Lymphknotenstatus abhängig sind. Sie nehmen 

von N0 nach N2b ab. Die Unterschiede sind signifikant (p = 1,4x10-8). 
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Abbildung 19: Kaplan-Meier Kurven der Überlebenszeiten aller operierten Patienten mit Lungenkarzinom. Die 

Patienten wurden nach N-Subklassifizierung in Gruppen eingruppiert. N0= kein Lymphknotenbefall, N1a= sin-

gle level N1, N1b= multilevel N1, N2a= single level N2, und N2b= multilevel N2. 

In der Abbildung 20 sieht man, dass die Überlebenszeiten in der N1a Gruppe länger als in N1b Gruppe 

sind. Die Unterschiede sind statistisch jedoch eben nicht signifikant (p = 0,06). 

 

Abbildung 20: Kaplan-Meier Kurven der Überlebenszeiten der operierten Patienten mit Lungenkarzinom. Die 

Patienten wurden nach N-Subklassifizierung in Gruppen eingeteilt. N1a= single level N1, N1b= multilevel N1. 

Der Unterschied ist nicht signifikant (p = 0,06). 
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In der Abbildung 21 sieht man, dass es keinen Unterschied in den Überlebenszeiten zwischen multile-

vel N1 (N1b) Gruppe und single level N2 (N2a) Gruppe gibt (p = 0,44). 

 

Abbildung 21: Kaplan-Meier Kurven der Überlebenszeiten der operierten Patienten mit Lungenkarzinom. Die 

Patienten wurden nach der N-Subklassifizierung in Gruppen eingeteilt. N1b= multilevel N1, N2a= single level 

N2. Der Unterschied ist statistisch nicht signifikant p > 0,05. 

In der Abbildung 22 sieht man keine deutliche Differenz bezüglich der Überlebenszeiten zwischen der 

single level N2 Gruppe (N2a) und der multilevel N2 Gruppe (N2b) (p = 0,62). Allerdings ist die An-

zahl der Patienten in N2b klein (n=23). 

 

Abbildung 22: Kaplan-Meier Kurven der Überlebenszeiten der operierten Patienten mit Lungenkarzinom. Die 

Patienten wurden nach N-Subklassifizierung in Gruppen eingruppiert. N2a= single level N2, und N2b= multile-

vel N2. Der Unterschied ist nicht signifikant p > 0,05. 
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Die von der IASLC propagierte neue Einteilung der Lymphknotenbeteiligung beim Lungenkarzinom 

ist wahrscheinlich prognostisch relevant. Man sieht z.B. Unterschiede i.d. Überlebenszeiten zwischen 

N1a und N1b und keine Unterschiede zwischen N1b und N2a. Die Unterschiede sind in der Kaplan-

Meier Analyse signifikant, obwohl die Patientenzahlen nicht groß sind. 

6.2 Microarray-Ergebnisse  

Die miRNA-Expression wurde im Plasma von Patienten (n=37) mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzi-

nom untersucht. Zwei Gruppen von Patienten wurden gebildet, die erste Gruppe mit langzeitüberle-

benden Patienten nach thoraxchirurgischem Eingriff (long time survivors, LTS, n=17) und die zweite 

Gruppe mit frühverstorbenen Patienten nach thoraxchirurgischem Eingriff (short time survivors, STS, 

n=20). Es wurden 2549 miRNAs mit Hilfe von SurePrint G3 miRNA Microarray von Agilent analy-

siert. Dabei zeigten sich Unterschiede der miRNA-Expression zwischen den beiden Gruppen. In der 

Abbildung 23 ist die Heatmap für 50 miRNAs dargestellt. Insgesamt zeigen sich 52 miRNAs (von 

2549, d.h. 2,0%) als signifikant different exprimiert (p < 0,05).  

Von diesen sind in der STS-Gruppe 26 miRNAs überexprimiert und 26 miRNAs unterexprimiert (Ta-

belle 47). Bei drei miRNAs ist der Fold Change (FC) > 1,5, davon eine miRNA in der STS-Gruppe 

überexprimiert und zwei miRNAs in der STS-Gruppe unterexprimiert. Bei 49 miRNAs ist der FC < 

1,5, davon 25 miRNAs in der STS-Gruppe überexprimiert und 24 miRNAs in der STS-Gruppe unter-

exprimiert. 

 

Die Area under the curve (AUC) ist die Fläche unter der Receiver-Operating-Characteristic-Kurve 

(Henn et al.). Sie beurteilt, ob eine miRNA die beiden Vergleichsgruppen unterscheiden kann, d.h. als 

Biomarker geeignet ist. Die AUC hat Werte zwischen Null und Eins. Die Werte in der Nähe von Null 

oder Eins sind die besten Werte. Sie zeigen, dass die Expression der miRNA in einer Gruppe im Ver-

gleich zu der anderen Gruppe signifikant unterschiedlich ist. In der Tabelle 47 sind es die AUC-Werte 

größer 0,7 (die miRNA in der STS-Gruppe ist signifikant überexprimiert) oder kleiner 0,3 (die miRNA 

in der STS-Gruppe ist signifikant unterexprimiert). Beide Konstellationen lassen eine Aussage zur 

Prognose zu. 
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Abbildung 23: Clusterheatmap für 50 miRNAs, die mittels Microarray analysiert wurden und Expressionsunter-

schiede zwischen LTS-Gruppe und STS-Gruppe (n=17 vs. n=20) zeigen. In Grün sind die vermindert exprimier-

ten miRNAs und in Rot die vermehrt exprimierten miRNAs dargestellt. STS steht für short time survivors (hellrot 

dargestellt), und LTS steht für long time survivors (blau dargestellt). 
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miRNA 
Mittelwert 

LTS 

Mittelwert 

STS 
Fold Change Expression p-Wert AUC 

hsa-miR-6870-5p 10,60 16,41 1,55 Über 0,0098 0,73 

hsa-miR-4646-5p 22,60 32,72 1,45 Über 0,0192 0,68 

hsa-miR-3652 63,35 85,60 1,35 Über 0,0127 0,74 

hsa-miR-3147 8,65 11,53 1,33 Über 0,0076 0,74 

hsa-miR-6809-5p 39,26 51,92 1,32 Über 0,0499 0,69 

hsa-miR-4721 32,05 41,61 1,30 Über 0,0406 0,69 

hsa-miR-4689 21,98 27,97 1,27 Über 0,0487 0,64 

hsa-miR-188-5p 46,36 57,96 1,25 Über 0,0403 0,66 

hsa-miR-1587 22,03 27,19 1,23 Über 0,0408 0,68 

hsa-miR-6745 10,18 12,53 1,23 Über 0,015 0,73 

hsa-miR-3198 18,64 22,89 1,23 Über 0,0441 0,68 

hsa-miR-765 60,42 73,98 1,22 Über 0,0487 0,69 

hsa-miR-7851-3p 8,18 10,00 1,22 Über 0,0297 0,72 

hsa-miR-371a-5p 13,95 16,89 1,21 Über 0,0473 0,67 

hsa-miR-6133 10,42 12,60 1,21 Über 0,021 0,72 

hsa-miR-4419a 22,64 27,10 1,20 Über 0,0275 0,65 

hsa-miR-6791-5p 96,98 113,81 1,17 Über 0,047 0,69 

hsa-miR-4667-5p 14,06 16,45 1,17 Über 0,0352 0,72 

hsa-miR-6788-5p 8,15 9,50 1,17 Über 0,0253 0,73 

hsa-miR-1273e 15,51 18,04 1,16 Über 0,0465 0,67 

hsa-miR-6769b-5p 314,17 363,24 1,16 Über 0,0423 0,74 

hsa-miR-345-3p 20,25 23,36 1,15 Über 0,0431 0,66 

hsa-miR-2861 1272,75 1467,35 1,15 Über 0,0281 0,72 

hsa-miR-6125 1625,61 1872,50 1,15 Über 0,0138 0,71 

hsa-miR-378i 8,79 9,96 1,13 Über 0,03 0,72 

hsa-miR-4690-5p 7,84 8,66 1,10 Über 0,0282 0,71 

hsa-miR-6870-3p 10,40 9,54 1,09 Unter 0,0287 0,27 

hsa-miR-4436b-5p 12,37 11,04 1,12 Unter 0,0289 0,30 

hsa-miR-6824-3p 13,24 11,69 1,13 Unter 0,0374 0,29 

hsa-miR-6851-3p 11,79 10,37 1,14 Unter 0,0378 0,30 

hsa-miR-4741 376,13 329,65 1,14 Unter 0,0447 0,33 

hsa-miR-3646 13,32 11,58 1,15 Unter 0,0048 0,21 

hsa-miR-29b-3p 18,49 15,87 1,16 Unter 0,0499 0,30 

hsa-miR-4758-3p 14,11 11,99 1,18 Unter 0,022 0,31 

hsa-miR-425-3p 14,70 12,46 1,18 Unter 0,0346 0,31 

hsa-miR-6872-3p 17,67 14,90 1,19 Unter 0,0315 0,34 

hsa-miR-7975 1531,75 1262,68 1,21 Unter 0,0404 0,32 

hsa-miR-7977 594,56 489,99 1,21 Unter 0,0433 0,30 

hsa-miR-6515-3p 19,43 15,99 1,22 Unter 0,0485 0,32 

hsa-let-7b-5p 57,16 46,47 1,23 Unter 0,0493 0,33 

hsa-miR-6069 21,19 17,08 1,24 Unter 0,0363 0,30 

hsa-miR-1304-3p 15,20 12,17 1,25 Unter 0,0295 0,30 

hsa-miR-6889-3p 20,25 15,48 1,31 Unter 0,0248 0,30 
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hsa-miR-26b-5p 50,10 38,27 1,31 Unter 0,0492 0,29 

hsa-miR-1908-3p 61,18 46,70 1,31 Unter 0,0436 0,31 

hsa-miR-4767 96,99 72,44 1,34 Unter 0,0058 0,26 

hsa-miR-142-3p 116,39 85,94 1,35 Unter 0,0377 0,31 

hsa-miR-26a-5p 96,57 70,82 1,36 Unter 0,0461 0,31 

hsa-miR-126-3p 122,88 88,44 1,39 Unter 0,0426 0,31 

hsa-let-7f-5p 29,32 19,90 1,47 Unter 0,0399 0,30 

hsa-miR-574-5p 112,67 69,55 1,62 Unter 0,0178 0,31 

hsa-miR-4455 26,73 16,44 1,63 Unter 0,0357 0,31 

Tabelle 47: Übersicht über die mittels Microarray untersuchten signifikant unterschiedlich über- und unterex-

primierten miRNAs im Plasma von Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (p < 0,05). „Über“ steht 

für überexprimiert in der STS-Gruppe, „Unter“ steht für unterexprimiert in der STS-Gruppe, und AUC steht für 

Area under the curve. Die fünf mittels RT-qPCR validierten miRNAs sind in fetter Schrift geschrieben. 

6.3 RT-qPCR-Ergebnisse  

Die Reverse Transkription – quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) ist eine zu-

verlässige Methode zur Überprüfung von Microarray-Expressionsdaten. Zur Validierung der 

Microarray-Daten wurden in der vorliegenden Studie insgesamt fünf signifikant unterschiedlich ex-

primierte miRNAs, hsa-miR-142-3p, hsa-miR-26a-5p, hsa-miR-126-3p, hsa-let-7f-5p, und hsa-miR-

574-5p ausgewählt. Sie spielen eine Rolle bei verschiedenen Tumorerkrankungen und auch nicht tu-

morbedingten Krankheiten. Die RT-qPCR wurde wie die Microarrays in Plasma von zwei Patienten-

gruppen, LTS-Gruppe (n=12) und STS-Gruppe (n=14) durchgeführt. In der Gesamtheit zeigen die fünf 

ausgewählten miRNAs eine signifikant verminderte Expression in der STS-Gruppe (p ≤ 0,01) und 

einen Fold Change (2-ΔΔCt) > 1,5 (Tabelle 48). Eine ähnliche Expressionstendenz wurde in den 

Microarrays gezeigt. Die p-Werte wurden mit dem Student's t-Test ermittelt. 

miRNAs 
Mittelwert(ΔCt) ± SD 

(LTS) 

Mittelwert(ΔCt) ± SD 

(STS) 
ΔΔCt FC Expression p-Wert 

Let-7f-5p -0,18±0,65 2,45±0,42 -2,62 6,16 Unter 0,00405 

miR-126-3p -0,07±0,54 3,01±0,59 -3,09 8,51 Unter 0,00111 

miR-142-3p 3,79±0,81 6,69±0,68 -2,90 7,48 Unter 0,01499 

miR-26a-5p -0,40± 0,80 3,06±0,64 -3,45 10,95 Unter 0,00372 

miR-574-5p 1,70±0,35 3,49±0,55 -1,79 3,47 Unter 0,01461 

Tabelle 48: Übersicht über die Expression der ausgewählten miRNAs in den beiden Patientengruppen (LTS-

Gruppe vs. STS-Gruppe). Die fünf mit Hilfe der RT-qPCR validierten miRNAs sind signifikant oder hoch signifi-

kant unterexprimiert in der STS-Gruppe (p ≤ 0,05) mit einem Fold Change (2-ΔΔCt) > 1,5. Ct steht für threshold 

cycle. Die ΔCt-Werte werden für die beide Gruppen als Mittelwert ± SD (Standardabweichung) angegeben. LTS 

steht für long time survivors, STS steht  für short time survivors, FC steht für Fold Change. 

6.4 Signalweganalyse-Ergebnisse  

Zur Abklärung der Wertigkeit und der biologischen Rolle der mittels RT-qPCR validierten miRNAs 

wurden zuerst die experimentell validierten Zielgene mittels DIANA-TarBase (TarBase v7.0) be-

stimmt, dann wurden mittels DIANA-miRPath v.3.0 Software die KEGG-Signalwege analysiert. Für 

die fünf ausgewählten miRNAs wurden 57 signifikante KEGG-Signalwege identifiziert (p-Wert < 
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0,05, false discovery rate (FDR)) (Tabelle 49). Sie wirken durch veschiedene Mechanismen und kön-

nen zur Lungenkarzinomentstehung beitragen.  

In der Tabelle 49 sieht man, dass die Regulation der KEGG-Signalwege meistens durch die fünf aus-

gewählten miRNAs (hsa-miR-142-3p, hsa-miR-126-3p, hsa-miR-26a-5p, hsa-let-7f-5p und hsa-miR-

574-5p) erfolgt. Darüber hinaus werden acht Signalwege mittels vier miRNAs reguliert.  

KEGG-Signalweg p-Wert Zielgene miRNAs 

Metabolism / Amino acid metabolism 

Lysine degradation (hsa00310) 1,84.10-10 23 4 

Metabolism / Glycan biosynthesis and metabolism 

Glycosaminoglycan biosynthesis-keratan sulfate (hsa00533) 1,41.10-05 8 4 

Metabolism / Carbohydrate metabolism 

Inositol phosphate metabolism (hsa00562) 0,01933 24 5 

Human Diseases / Cancer: overview 

Viral carcinogenesis (hsa05203) 7,56.10-10 74 5 

Proteoglycans in cancer (hsa05205) 6,60.10-09 80 5 

Pathways in cancer (hsa05200) 0,00034 128 5 

Central carbon metabolism in cancer (hsa05230) 0,00338 26 5 

Transcriptional misregulation in cancer (hsa05202) 0,01515 60 5 

Human Diseases / Cancer: specific types 

Chronic myeloid leukemia (hsa05220) 3,94.10-06 37 4 

Colorectal cancer (hsa05210) 3,94.10-06 31 5 

Glioma (hsa05214) 5,91.10-06 30 5 

Small cell lung cancer (hsa05222) 2,27.10-05 41 5 

Renal cell carcinoma (hsa05211) 5,47.10-05 33 5 

Endometrial cancer (hsa05213) 0,00013 25 5 

Melanoma (hsa05218) 0,00022 31 4 

Pancreatic cancer (hsa05212) 0,00023 30 5 

Prostate cancer (hsa05215) 0,00024 40 5 

Non-small cell lung cancer (hsa05223) 0,00087 25 4 

Thyroid cancer (hsa05216) 0,00249 15 4 

Bladder cancer (hsa05219) 0,00934 19 4 

Human Diseases / Infectious disease: viral 

Hepatitis B (hsa05161) 3,72.10-05 59 5 

HTLV-I infection (hsa05166) 0,00957 86 5 

Epstein-Barr virus infection (hsa05169) 0,01718 72 5 

Human Diseases / Infectious disease: bacterial 

Bacterial invasion of epithelial cells (hsa05100) 0,00115 31 5 

Shigellosis (hsa05131) 0,00934 27 5 

Environmental Information Processing / Signal transduction 

Hippo signaling pathway (hsa04390)  0,5328.10-

10 
60 5 

FoxO signaling pathway (hsa04068) 0,9921.10-

6 
57 5 

TGF-beta signaling pathway (hsa04350) 0,00040 35 5 

Phosphatidylinositol signaling system (hsa04070) 0,00087 31 5 
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mTOR signaling pathway (hsa04150) 0,00263 28 4 

Wnt signaling pathway (hsa04310) 0,00394 49 5 

Sphingolipid signaling pathway (hsa04071) 0,00480 41 5 

PI3K-Akt signaling pathway (hsa04151) 0,01371 105 5 

AMPK signaling pathway (hsa04152) 0,01711 47 5 

HIF-1 signaling pathway (hsa04066) 0,02297 38 5 

TNF signaling pathway (hsa04668) 0,02648 41 5 

Organismal Systems / Endocrine system 

Thyroid hormone signaling pathway (hsa04919) 4,50.10-07 50 5 

Estrogen signaling pathway (hsa04915) 0,00188 34 5 

Prolactin signaling pathway (hsa04917) 0,00854 27 5 

Insulin signaling pathway (hsa04910) 0,02180 49 5 

Progesterone-mediated oocyte maturation (hsa04914) 0,03291 33 5 

Organismal Systems / Immune system 

Fc gamma R-mediated phagocytosis (hsa04666) 0,02648 33 5 

B cell receptor signaling pathway (hsa04662) 0,04301 26 5 

Organismal Systems / Circulatory system 

Adrenergic signaling in cardiomyocytes (hsa04261) 0,00338 46 5 

Nervous system / Organismal Systems 

Neurotrophin signaling pathway (hsa04722) 0,03709 42 5 

Genetic Information Processing  / Folding, sorting and degradation 

Protein processing in endoplasmic reticulum (hsa04141) 4,09.10-06 67 5 

Ubiquitin mediated proteolysis (hsa04120) 0,00977 50 5 

RNA degradation (hsa03018) 0,01489 31 5 

Genetic Information Processing  / Translation 

RNA transport (hsa03013) 0,01967 55 5 

Cellular Processes / Cellular community - eukaryotes 

Adherens junction (hsa04520) 4,09.10-06 35 5 

Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells 

(hsa04550) 
1,10.10-05 55 5 

Focal adhesion (hsa04510) 0,01569 69 5 

Cellular Processes / Cell growth and death 

Cell cycle (hsa04110) 1,02.10-05 53 5 

p53 signaling pathway (hsa04115) 1,16.10-05 36 5 

Oocyte meiosis (hsa04114) 3,39.10-05 45 5 

Cellular Processes / Cell motility 

Regulation of actin cytoskeleton (hsa04810) 0,01340 67 5 

Cellular Processes / Transport and catabolism 

Endocytosis (hsa04144) 0,02990 63 5 

Tabelle 49: Übersicht über die signifikanten KEGG-Signalwege und die betroffenen experimentell validierten 

Zielgene sowie die ausgewählten miRNAs im Plasma der zwei Patientengruppen LTS (n=12) und STS (n=14) 

mit nicht kleinzelligem Lungenkarzinom. Insgesamt wurden 57 KEGG-Signalwege verifiziert, die von vier oder 

fünf ausgewählten miRNAs reguliert werden können (p-Wert < 0.05). 

Non-small cell lung cancer (hsa05223) ist der wichtigste Signalweg beim nicht-kleinzelligen Lungen-

karzinom, der unter Human Diseases / Cancer: specific types im KEGG pathway klassifiziert wird. Er 
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besteht aus anderen Signalwegen wie Ras-Signalweg, p53-Signalweg, ErbB-Signalweg, MAPK-

Signalweg, PI3K-AKT-Signalweg und Calcium-Signalweg (Abbildung 3). Die Inhibierung oder Akti-

vierung dieser Signalwege ist ein Ansatz der Therapie des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms.  

In diesem Signalweg sind verschiedene Zielgene betroffen und werden von vier miRNAs reguliert: 

hsa-miR-142-3p, hsa-miR-126-3p, hsa-miR-26a-5p und hsa-let-7f-5p. Die hsa-miR-574-5p spielt kei-

ne Rolle in der Regulation des Signalwegs. Jede miRNA reguliert mehrere Zielgene, hsa-miR-142-3p 

fünf Gene, hsa-miR-126-3p acht Gene, hsa-miR-26a-5p neun Gene und hsa-let-7f-5p 12 Gene (Tabel-

le 50). Die wichtigsten Genveränderungen betreffen hauptsächlich Onkogene wie KRAS, EGFR und 

EML4-ALK und Tumorsuppressorgene wie RARβ, FHIT, RASSF1, INK4a/ARF und p53 (Abbildung 

3).   

miRNAs Zielgene 

hsa-miR-142-3p E2F2, PIK3R2, PIK3R5, AKT2, PIK3CD 

hsa-miR-126-3p E2F1, PIK3R2, PIK3CD, E2F3, AKT1, PIK3CA, APK1, RXRA 

hsa-miR-26a-5p NRAS, STK4, EML4, CDK6, ARAF, PIK3R3, E2F3, RB1, SOS1 

hsa-let-7f-5p 
BRAF, CDK4, NRAS, STK4, KRAS, CDK6, TP53, PLCG1, CCND1, E2F3, 

RB1, MAPK1 

Tabelle 50: Übersicht über die miRNAs und die mitbeteiligten Zielgene in der Regulation des Non-small cell 

lung cancer Signalwegs im Plasma von Patienten mit nicht kleinzelligem Lungenkarzinom.   

Es gibt auch andere Signalwege beim nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom. Sie sind meistens Signal-

übertragungswege wie FoxO Signalweg (hsa04068), TGF-beta Signalweg (hsa04350), mTOR Signal-

weg (hsa04150), Wnt Signalweg (hsa04310) und AMPK Signalweg. Die anderen Signalwege in der 

Tabelle 49 spielen eine untergeordnete Rolle beim Lungenkarzinom.   
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7 Diskussion 

7.1 Klinische Daten 

Es werden weltweit jährlich ungefähr 1,8 Millionen neue Lungenkarzinomfälle und 1,6 Millionen 

Todesfälle durch Lungenkarzinome registriert (Ferlay et al., 2015). Am höchsten ist die Inzidenz bei 

Männern in Südosteuropa und Westasien und bei Frauen in Nordamerika und Nordeuropa, am ge-

ringsten (weniger als ein Fall je 100 000 Einwohner) und unabhängig von den Geschlechtern ist sie in 

Mittelafrika und Westafrika (WHO, 2016). Die Inzidenz in Deutschland beträgt 83,7 pro 100 000 

Männer und 52,9 pro 100 000 Frauen (RKI und GEKID, 2017).  

7.1.1 Prognostische Wertigkeit des Geschlechts 

Der Mortalitäts-Inzidenz-Index von 0,85 bei Männern und von 0,86 bei Frauen zeigt die schlechte 

Prognose der Patienten mit Lungenkarzinom. Die 5-Jahres-Überlebensrate beträgt 15% bei Männern 

und 20% bei Frauen (Ferlay et al., 2015). Die Patienten unserer Studie sind alle potenziell kurativ 

operiert, befinden sich also in den meisten Fällen in den Tumorstadien I, II, IIIA. Die nicht tumorbe-

dingte Sterblichkeit ist ähnlich bei Männern (15,0%) und Frauen (12,1%). Die 5-Jahresüberlebensraten 

sind 34,3% bei Männern und 42,7% bei Frauen, die mittlere Überlebenszeiten 30,5% bzw. 41,0% Mo-

nate und damit nicht signifikant unterschiedlich.  

In der vorliegenden Studie sind 58,2% (n=178 von 306) der Männer und 60,5% (n=75 von 124) der 

Frauen tumorbedingt verstorben. Es gibt somit keinen Unterschied bezüglich der tumorbedingten 

postoperativen Sterblichkeit zwischen den beiden Geschlechtern (p > 0,05). Dagegen sind die mittle-

ren Überlebenszeiten bei tumorbedingt verstorbenen Frauen im Vergleich zu Männern (35,5 vs. 24,5 

Monate) länger (p = 0,002).  

Mehrere Studien zeigen, dass die Überlebenszeiten bei Frauen nach chirurgischer oder nicht chirurgi-

scher Therapie des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms im Vergleich zu Männern länger sind 

(Nakamura et al., 2011; Watanabe et al., 2018; Yoshida et al., 2016). Dies lässt sich in der vorliegen-

den Studie nur über die mittleren Überlebenszeiten der tumorbedingt verstorbenen Frauen sagen.  

7.1.2 Prognostische Wertigkeit der Histologie 

Das Lungenkarzinom wird aktuell in über 50 Varianten aufgeteilt, die in einem Verhältnis von 1 zu 4 

zu den zwei Hauptformen kleinzelliges Lungenkarzinom und nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom 

gehören (Arriagada et al., 2010). Das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom umfasst 80-85% der Fälle 

und wird weiter in Adenokarzinom (40-50%), Plattenepithelkarzinom (20-30%) und andere Formen 

wie großzelliges Lungenkarzinom (10-15%), adenosquamöses Lungenkarzinom (2-4%) und sarko-

matoides Lungenkarzinom (0,5%) unterteilt (Siegel et al., 2017). Das kleinzellige Lungenkarzinom 

umfasst 15-20% der Fälle.  

In der vorliegenden Studie stellen die Plattenepithelkarzinome mit 45,1% (n=194) die häufigste histo-

logische Form des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms dar. Dies ist sicher dadurch bedingt, dass 

zwei Drittel der Plattenepithelkarzinome zentral lokalisiert sind und früh diagnostiziert und operiert 
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werden. Es folgen Adenokarzinome mit 43,3% (n=186) und andere histologischen Subformen mit 

9,1% (n=39). 

Es gibt keinen signifikanten Unterschied in der tumorbedingten Sterblichkeitsrate bei Patienten mit 

Plattenepithelkarzinom (n=114, 45.1%) und mit Adenokarzinom (n=108, 42.7%) (p = 0,25), d.h. die 

Histologieformen spielen in unserer Patientenpopulation keine wesentliche Rolle bei der tumorbeding-

ten Sterblichkeit. Es gibt keinen Unterschied in der 5-Jahres Überlebensrate und der medianen Überle-

benszeit bei verschiedenen Subformen: Adenokarzinom vs. Plattenepithelkarzinom vs. sonstige Histo-

logie (41,0% vs. 37,4% vs. 42,9% bzw. 40,0 vs. 32,0 vs. 40,0 Monate) (p = 0,2) (Abbildung 7, Tabelle 

22).  

7.1.3 Prognostische Wertigkeit der Resektionsverfahren 

Die chirurgische Therapie stellt für die Patienten mit Lungenkarzinom in den frühen Tumorstadien die 

beste Therapieoption dar (Datta und Lahiri, 2003). Insgesamt sind bei der Erstdiagnose nur etwa 30% 

der nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome und 5% der kleinzelligen Lungenkarzinome in einem resek-

tablen Stadium. In der vorliegenden Studie wurden die Patienten mittels Lobektomie (n=340, 79,1%), 

Lobektomie mit Bronchusmanschettenresektion (n=54, 12,6%) und Pneumonektomie (n=36, 8,4%) 

chirurgisch behandelt.   

Die tumorbedingte Sterblichkeit beträgt nach Lobektomie 57,1% (n=194 von 340), nach Lobektomie 

mit Bronchusmanschettenresektion 57,4% (n=31 von 54). Die tumorbedingte Sterblichkeit ist am 

höchsten nach Pneumonektomie 77,8% (n=28 von 36) (p < 0,05). Damit ist die tumorbedingte Sterb-

lichkeit nach Lobektomie und nach Lobektomie mit Manschettenresektion gleich. Die Lobektomie mit 

Manschettenresektion wurde von Clement Price Thomas (1957) für Tumoren entwickelt, die zentral 

im Oberlappenbronchus, ggfs. mit Befall der Oberlappencarina, lokalisiert sind. Die Absetzungsränder 

im Bronchusbereich sind bei diesem Verfahren relativ kurz (Grosse-Brockhoff et al., 1957).  

Rein statistisch lässt sich in der vorliegenden Untersuchung somit darstellen, dass die Lobektomie mit 

Manschettenresektion ein adäquates Resektionsverfahren darstellt.  

Infolge der Manschettenresektion wird die Zahl der Pneumonektomien reduziert. Diese erfolgen bei 

noch zentraleren und größeren Tumoren, so dass ein Will Rogers-Effekt entsteht, der die tumorbeding-

te Sterblichkeit nach Pneumonektomie zusätzlich erhöht (Park et al., 2010).  

Die Pneumonektomie hat von allen resezierenden Lungenoperationen die höchste perioperative Letali-

tät, die je nach Autor zwischen 3,0 und 8,2 % liegt (Alexiou et al., 2001; Margaritora et al., 2013; 

Pricopi et al., 2015; Qadri et al., 2016).  

Darüberhinaus führt sie auch im Langzeitverlauf zu einer größeren funktionellen Beeinträchtigung der 

Patienten, so dass von manchen Autoren von einem „Postpneumonektomiesyndrom“ gesprochen wird, 

das von sich aus im weiteren Verlauf zu einer höheren Sterblichkeit führt (Petrella und Spaggiari, 

2018; Rakovich et al., 2009).  
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Dies ist in unserem Patientenpopulation nicht nachvollziehbar, denn die tumorunabhängigen postope-

rativen Sterblichkeiten sind annäherend gleich bei Pneumonektomie, Lobektomie und Lobektomie mit 

Manschettenresektion, allerdings ist die Anzahl der Pneumonektomien klein (n=36).  

Deneffe et al. bestätigten, dass die 5-Jahresüberlebensrate nach Pneumonektomie signifikant niedriger 

ist als die 5-Jahresüberlebensrate nach Lobektomie (13.6% vs. 49,0%) (Deneffe et al., 1988). Andere 

Studien zeigten, dass die 5-Jahresüberlebensrate nach Bronchusmanschettenresektion höher ist als 

nach Pneumonektomie (52,0% vs. 31,0%) (Bagan et al., 2005; Deslauriers et al., 2004; Okada et al., 

2000; Takeda et al., 2006).  

In der vorliegenden Studie sind die 5-Jahresüberlebensraten und mittleren Überlebensraten nach Lo-

bektomie signifikant höher als nach Pneumonektomie. Dies stimmt mit anderen Studien überein. Dies 

zeigt sich in unserer Patientengruppe einerseits, wenn man nur die Todesursache „tumorbedingt“ als 

Endpunkt nimmt, andererseits wenn man nach Kaplan Meier eine Zensierung vornimmt.  

7.1.4 Prognostische Wertigkeit des R-Status 

Die komplette Resektion des Tumors ist als vollständige Resektion des Tumors mit tumorfreien Re-

sektionsrändern definiert und wird als R0 bezeichnet. Persistenz von Tumorgewebe wird als inkom-

plette Resektion bezeichnet, dabei bedeuten R1 mikroskopische Tumorinfiltration und R2 makrosko-

pische Tumorinfiltration in den Resektionsrändern. In unserem Patientengut erfolgte eine komplette 

Resektion des Tumors, d.h. R0-Status, in 84,7% (n=364), eine inkomplette Resektion als R1-Status in 

8,6% (n=37) und als R2-Status in 2,4% (n=10).  

Die tumorbedingte Sterblichkeit war am höchsten bei R2-Status (n= 8 von 10, 80,0%) gefolgt von R1-

Status (n= 26 von 37, 70,3%) und R0-Status (n= 204 von 364, 56,0%). Die Unterschiede sind aber 

statistisch nicht signifikant (p > 0,05). Die 5-Jahres-Überlebensraten sind am höchstens bei R0-Status 

(41,3%) im Vergleich mit den anderen R-Status (p < 0,05). Auch in der Kaplan Meier Kurve zeigt sich 

ein signifikanter Unterschied der Überlebenszeiten zwischen der Gruppe der Patienten mit R0-

Resektion und der Gruppe der Patienten mit R1- und R2-Resektion.  

7.1.5 Prognostische Wertigkeit der Tumorstadien (UICC7) 

Die Einteilung des Lungenkarzinoms erfolgt weltweit durch die internationale TNM-Klassifizierung 

(UICC, AJCC). Die 7. Auflage wurde im Jahr 2010 eingeführt. In der vorliegenden Studie sind die 

Patienten nach dem endgültigen postoperativen pathologischen Befund in die verschiedenen Tu-

morstadien 0-IV klassifiziert. Die meisten Patienten sind im Stadium IA (n=91, 21,5%). Die wenigsten 

Patienten sind im Stadium IIIB (n=28, 6,5%) und Stadium IV (n=7, 1,6%). Die tumorbedingte Sterb-

lichkeit war in den Stadien IIIB und IV (85,7% bzw. 71,4%) am höchsten. Die niedrigste tumorbe-

dingte Sterblichkeit der Patienten war im Stadium IA und IB (47,3%, 40,6%). In der vorliegenden 

Studie sind die postoperativen 5-Jahresüberlebensraten am höchsten im Stadium IA (60,0%). Es gibt 

Unterschiede in den postoperativen 5-Jahresüberlebensraten zwischen vorliegender Studie und ande-

ren Studien (Tabelle 51).  
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Tumorstadium 

(UICC7) 

5-Jahresüberlebensrate 

vorliegende Studie andere Studien 

IA 60,0% 75,0-80,0% (Rami-Porta et al., 2011) 

IB 53,4% 
55,0-60,0% (Goldstraw et al., 2011; Rami-Porta et al., 

2011) 

IIA 33,8% 45,0-55,0% (Goldstraw et al., 2011; Group et al., 2010) 

IIB 28,8% 35,0-45,0% (Goldstraw et al., 2011; Group et al., 2010) 

IIIA 27,0% 15,0-40,0% (Goldstraw et al., 2011; Group et al., 2010) 

IIIB 11,1% 5,0-10,0% (Goldstraw et al., 2011; Group et al., 2010) 

Tabelle 51: Die postoperativen 5-Jahresüberlebensraten in der vorliegenden Studie und anderen Studien. 

7.1.6 Prognostische Wertigkeit der Tumorstadien (UICC8) 

Die 8. Auflage der TNM-Klassifizierung wurde am 01.01.2017 eingeführt. Die hauptsächlichen Ände-

rungen betreffen die Tumorgrößenabstufung und die Unterteilung der Fernmetastasen (Tabelle 3). In 

der vorliegenden Studie sind die Patienten nach dem endgültigen postoperativen pathologischen Be-

fund in die verschiedenen Tumorstadien 0-IV klassifiziert. Die Tabelle 52 zeigt die tumorbedingte 

Sterblichkeit in den einzelnen Tumorstadien. Die tumorbedingte Sterblichkeit steigt mit steigendem 

Tumorstadium.  

Die Tumorgrößenabstufung im Stadium IA (UICC8) in der vorliegenden Studie hat einen Einfluss auf 

die tumorbedingte Sterblichkeit, die tumorbedingte Sterblichkeit steigt von IA1 bis IA3. Die Unter-

schiede sind jedoch nicht signifikant. 

Die Unterschiede zwischen gleichen Tumorstadien der UICC7 und UICC8-Einteilung liegen haupt-

sächlich in Tumorstadium IIA und in IIIA.  

In der UICC7-Einteilung ist das Tumorstadium IIA eine heterogene Gruppe (T1a-b,T2a/N0, T2bN0),  

die eine Tumorgröße von 2 cm bis 7 cm und einen Lymphknotenbefall von N0 oder N1 enthalten. Im 

Gegensatz dazu enthält das Tumorstadium IIA in der UICC8 Einteilung eine homogene Gruppe von 

Patienten (T2bN0), die mit einer Tumorgröße von > 4 cm bis ≤ 5 cm und N0 einhergeht. IIA in 

UICC7 enthält somit größere Tumoren und im Gegensatz zu IIA in UICC8 auch N1-Befall, so dass 

eine schlechtere Prognose resultiert.  

Das Tumorstadium IIIA (UICC7) ist auch eine heterogene Gruppe (T1a-T1b/N2, T2a-T2b/N2, T3/N1-

N2, T4/N0-N1), mit verschiedenen Tumorgrößen (≤ 2 cm bis > 7 cm) und Lymphknotenbefall N0, N1 

oder N2. Im Vergleich besteht das Tumorstadium IIIA (UICC8) aus den gleichen Gruppen außer 

T3N2, die in Tumorstadium IIIB hochgestuft wird. Dies kann für den Unterschied in der tumorbeding-

ten Sterblichkeit verantwortlich sein. 

UICC7 
tumorbedingte Sterblichkeit 

7. Auflage (%) 
UICC8 

tumorbedingte Sterblichkeit 

8. Auflage (%) 

IA 47,3 

IA1 40,0 

IA2 46,2 

IA3 49,1 

IB 40,6 IB 37,2 



 

74 

IIA 59,0 IIA 42,3 

IIB 62,5 IIB 61,5 

IIIA 73,8 IIIA 66,1 

IIIB 85,7 IIIB 87,0 

IV 71,4 
IVA 71,4 

IVB 0,0 

Tabelle 52: Übersicht über die tumorbedingten Sterblichkeitsraten in den verschiedene Stadien nach UICC7 und 

UICC8. 

Die Tabelle 53 zeigt die 5-Jahresüberlebensraten der Patienten in der vorliegenden Studie im Ver-

gleich zu Patienten der IASLC.  

Tumorstadium 8. Auflage 
5-Jahresüberlebensraten 

vorliegende Studie 

5-Jahresüberlebensraten 

IASLC 

IA1 60,0% 90,0% 

IA2 66,7% 85,0% 

IA3 56,5% 80,0% 

IB 57,1% 73,0% 

IIA 50,0% 65,0% 

IIB 30,6% 56,0% 

IIIA 32,6% 41,0% 

IIIB 11,1% 24,0% 

Tabelle 53: Übersicht über die 5-Jahresüberlebensraten der Patienten in verschiedenen Tumorstadien nach 

UICC8 in der vorliegenden Studie und im IASLC-Projekt (Goldstraw et al., 2016). 

7.1.7 Prognostische Wertigkeit des Lymphknotenstatus 

In der TNM-Klassifizierung wird der Lymphknotenbefall in vier Kategorien eingeteilt: N0, N1, N2 

und N3. In der vorliegenden Studie sind die meisten Patienten im N0-Status (n=256, 59,5%) gefolgt 

vom N1-Status (n=98, 22,8%) und N2-Status (n=76, 17,7%). Die tumorbedingte Sterblichkeit bei Pa-

tienten mit N0-Status ist 50,8% (n=130 von 256), bei N1-Status 64,3% (n=63 von 98) und bei N2-

Status 78,9% (n=60 von 76), d.h. N0-Status hat die beste Prognose gefolgt von N1-Status und N2-

Status. Die Überlebenszeiten zeigen sich i.d. Kaplan-Meier Kurven signifikant unterschiedlich zwi-

schen N0, N1 und N2 (p < 0,001). Im Vergleich mit der Studie von Rusch et al. sind die 5-

Jahresüberlebensraten in unserem Patientengut im N0-Status 48,9% vs. 56,0%, im N1-Status 32,5% 

vs. 38,0% und im N2-Status 14,9% vs. 22,0% (Rusch et al., 2007). Dazu sind die medianen Überle-

benszeiten im N0-Status (57,0 vs. 77,0 Monate), N1-Status (28,0 vs. 34,0 Monate) und N2-Status (15,0 

vs. 21,0 Monate).  

In der vorliegenden Studie sind die Lymphknoten nach Mountain-Dresler klassifiziert, d.h. in Bezug 

auf den Lymphknotenstatus zeigen unsere Gruppen Homogenität.  

Rusch et al. zeigten, dass die Patienten mit N1- und N2-Metastasierung unterschiedliche Überlebens-

zeiten in Abhängigkeit von der Zahl der befallenen Lymphknotenstationen innerhalb der N1- bzw. der 

N2-Region (single level oder multilevel) haben. Sie präsentierten ein neues System zur Revision des 
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N-Faktors, in dem der N1-Status in single level N1 (N1a) und multilevel N1 (N1b) und der N2-Status 

in single level N2 (N2a) und multilevel N2 (N2b) subklassifiziert werden (Rusch et al., 2007).  

In die vorliegende Studie sind 256 Patienten mit N0-Status (59,5%), 69 Patienten mit N1a (16,0%), 29 

Patienten mit N1b (6,8%), 53 Patienten mit N2a (12,3%) und 23 Patienten mit N2b (5,4%) einge-

schlossen. Die tumorbedingte Sterblichkeit ist am geringsten im N0-Status (n=130 von 256, 50,8%) 

gefolgt von N1a (n=41 von 69, 59,4%), N1b (n=22 von 29, 75,9%), N2a (n=44 von 53, 8%) und N2b 

(n=16 von 23, 69,6%). Im Vergleich mit den Gruppen von Rusch sind die 5-Jahresüberlebensraten in 

unserem Patientengut in N1a-Status (37,9% vs. 48,0%), N1b-Status (20,0% vs. 35,0%), N2a-Status 

(10,6% vs. 34,0%) und N2b-Status (25,0% vs. 20,0%). Darüber hinaus sind die medianen Überlebens-

zeiten im N0-Status 57,0 vs. 77,0 Monate, im N1a-Status 35,0 vs. 52,0 Monate, im N1b-Status 25,0 vs. 

31,0 Monate, im N2a-Status 16,0 vs. 35,0 Monate und im N2b-Status 12,0 vs. 19,0 Monate. 

In unserem Patientengut sind die Überlebenszeiten vom Lymphknotenstatus abhängig, Sie nehmen 

von N0 nach N2b ab. Die Unterschiede sind signifikant (p = 1,4x10-8) (Abbildung 19). Die Überle-

benszeiten sind in der N1a Gruppe länger als in N1b Gruppe, jedoch statistisch nicht signifikant (p = 

0,06). Dies liegt an der  kleinen Gruppengröße (Abbildung 20). Die Unterschiede zwischen den Über-

lebenszeiten der Patienten mit N1b und N2a sind nicht signifikant, d.h. eine N1-multilevel-Erkrankung 

entspricht prognostisch einer N2 single level-Erkrankung. In der Pilotstudie von Rusch et al. sind die 

Überlebenszeiten von Patienten mit N1a vs. N1b statistisch signifikant unterschiedlich (p < 0,009), 

jedoch nicht signifikant verschieden zwischen N1b und N2a (p = 0,7) und hoch signifikant verschie-

den zwischen N2a und N2b (p = 0,0001) (Rusch et al., 2007).  

Von der Tendenz her bestätigt die vorliegende Untersuchung trotz der kleinen Patientenzahl den Sinn 

einer Subklassifizierung von N1 und N2, wie sie von der IASLC vorgeschlagen wurde und wahr-

scheinlich in der nächsten (9.) Auflage der TNM-Klassifizierung der UICC/AJCC verwirklicht werden 

wird.  

7.2 MiRNA 

Die statistische Datenanalyse zeigt in der vorliegenden Studie, dass die Patienten in frühen Tumorsta-

dien im Vergleich zu Patienten in fortgeschrittenen Tumorstadien postoperativ länger überleben. Dies 

entspricht den meisten anderen Studien und insbesondere den statistischen Analysen der IASLC 

(Goldstraw et al., 2016) und schlägt sich in der TNM-Klassifizierung der UICC (Union for Internatio-

nal Cancer Control, vormals Union Internationale Contre le Cancer) nieder.  

Im Gegensatz zu diesen statistischen Daten fanden sich jedoch auch Patienten mit frühem (günstigem) 

Tumorstadium, bei denen innerhalb des ersten oder zweiten postoperativen Jahres Metastasen auftra-

ten und wiederum andere Patienten mit fortgeschrittenem Tumorstadium, die eine lange postoperative 

Überlebenszeit hatten.  

Kürzeres Überleben bei niedrigem Tumorstadium wird durch die Biologie des Tumors und eine Mik-

rometastasierung erklärt. Diese Patienten sollten postoperativ eine adjuvante Chemotherapie erhalten. 

Mit den heutigen Methoden kann man sie jedoch nicht identifizieren.  
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Langes Überleben trotz hohem Tumorstadium versucht man durch ein weniger aggressives biologi-

sches Verhalten des Tumors zu erklären. Auch diese Gruppe der Patienten kann man nicht identifizie-

ren. Die Patienten erhalten auf Grund des hohen Tumorstadiums eine adjuvante Chemotherapie. 

  

Der Metastasierungsprozess verläuft in fünf Schritten. Zuerst lösen sich die Tumorzellen vom pri-

mären Tumor und wandern durch die Basalmembran in das Blut (Intravasation), dann verteilen sie 

sich im Blut (Dissemination). In den Blutgefäßen bleiben sie meist in Gabelungen hängen und wan-

dern in das Interstitium (Extravasation). Hier können sie zunächst in einem Proliferationsstillstand 

verharren (Dormancy) oder sich zu Mikrometastasen entwickeln. Wenn die Mikrometastasen ver-

schmelzen und es parallel zu den Gefäßen zur Kolonisierung des Organs kommt, ist zum weiteren 

Wachstum eine Angiogenese erforderlich (Chan und Wang, 2015). Da diese Prozesse großteils auch 

parallel verlaufen, und das Blut die Brücke vom Primärtumor zur Metastasenbildung darstellt, können 

Untersuchungen des Blutes zur Diagnostik beitragen. 

  

Biomarker sind messbare und auswertbare Merkmale für biologische Vorgänge in physiologischen 

und pathologischen Situationen und auch im Verlauf nach Therapie oder Intervention. Es handelt sich 

um biologische Materialien wie Zellen, Proteine (Hormone, Enzyme), DNA, RNA und auch Verände-

rungen biologischer Strukturen. 

Biomarker können die Verdachtsdiagnose einer Erkrankung absichern oder sogar erst ermöglichen 

(diagnostische Biomarker) oder haben eine prognostische Aussagekraft wie Vorhersage des Schwere-

grades oder des Verlaufes einer Erkrankung (prognostische Biomarker) oder können einen Hinweis 

auf die Entwicklung einer Erkrankung bzw. das Ansprechen auf Therapiemaßnahmen oder Interven-

tionen geben (prädiktive Biomarker). Die idealen Biomarker sind Materialien, die nichtinvasiv ge-

wonnen werden können und die eine hohe Sensitivität und Spezifität für bestimmte Erkrankungen 

besitzen.  

In der Krebsforschung liegt derzeit das Augenmerk auf zirkulierenden Tumorzellen („circulating tu-

mor cells“, CTCs), freier DNA (cell-free DNA, cfDNA) oder freier mikroRNA (cell-free microRNAs, 

cfmiRNAs). CTCs sind die abgelösten Tumorzellen aus dem Primärtumor oder einer Metastase, die 

sich im Blut oder Lymphsystem ausbreiten können (Hall et al., 2016). Der Nachweis von mehr als 

fünf Tumorzellen in einer kleinen Menge Blut (5 CTC/7,5ml Blut) bei Patienten mit Mammakarzinom 

geht mit kurzem Überleben einher (Cristofanilli et al., 2004).  

Beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom wird cfDNA prinzipiell für das Erkennen der Mutationen 

verschiedener Gene (EGFR, KRAS) verwendet (Oxnard et al., 2014).  

Die cfDNA hat im Blut nach chirurgischer Tumorresektion eine kurze Halbwertzeit (114 min), was 

die Bearbeitung und die Lagerung von Blutproben schwierig macht (Dahl et al., 2015). Die Studien 

zeigen gemeinsam, dass CTCs und cfDNA in gelagerten Plasmen wenig stabil sind. Dagegen sind die 

miRNAs lange Zeit stabil, sodass sie in dieser Hinsicht bessere Biomarker darstellen. 
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MiRNAs sind kleine nichtkodierende RNAs, die verschiedene biologische Prozesse im Körper regu-

lieren. Sie spielen auch bei der Lungenkarzinomentstehung eine Rolle. Sie befinden sich hauptsächlich 

intrazellulär und können die Expression von Genen inhibieren.  

Weber et al. zeigten, dass sich die miRNAs in verschiedenen Körperflüssigkeiten wie Plasma, Serum, 

Speichel, Tränen, Muttermilch, Bronchiallavage, Kolostrum, Samenflüssigkeit, Fruchtwasser, Pleuraf-

lüssigkeit, Peritonealflüssigkeit, zerebrospinaler Flüssigkeit befinden. Die Körperflüssigkeiten unter-

scheiden sich durch verschiedene Konzentrationen der miRNAs. Plasma enthält dabei die höchste 

Konzentration (Weber et al., 2010).  

Es gibt verschiedene Erklärungen, wie die miRNAs aus den Körperzellen in die Körperflüssigkeiten 

gelangen. Einerseits werden die miRNAs durch Nekrose, Apoptose und chronische Entzündung passiv 

extrazellulär freigesetzt, andererseits werden die miRNAs aktiv mittels Exosomen aus den Zellen aus-

geschleust (Hunter et al., 2008). Im Plasma oder Serum befinden sich 10% der miRNAs in Exosomen, 

90% bilden Komplexe mit Proteinen wie zB. mit Protein argonaute-2 (AGO2) (Arroyo et al., 2011). 

Das RNA-bindende Protein Nucleophosmin 1 (NPM1) spielt eine Rolle beim miRNA-Transport aus 

den Zellen und schützt sie extrazellulär (Wang et al., 2010). Vickers et al. fanden, dass zirkulierende 

miRNAs mit Hilfe von high-density lipoprotein (HDL) transportiert werden können (Vickers et al., 

2011). Durch die Bindung in Exosomen und mit Proteinen und HDL bleiben die miRNAs im Plasma 

und Serum für lang Zeit stabil. Dies wird durch die hohe Resistenz dieser Komplexe gegen Nukleasen 

und Proteasen erklärt (Arroyo et al., 2011).  

Skog et al. fanden, dass die freigesetzten Exosomen bei Glioblastom mRNAs, miRNAs und Proteine 

enthalten. Sie können die Tumorentwicklung in normalen Gliazellen fördern. Die Tumorpatienten 

haben höhere durch den Tumor freigesetzte Exosomenspiegel im Plasma als gesunde Patienten (Skog 

et al., 2008). Kosaka et al. zeigten, dass die exosomalen miRNAs die Genexpression ähnlich wie die 

intrazellulären miRNAs inhibieren (Kosaka et al., 2010). Die Ergebnisse zeigen, dass zirkulierende 

miRNAs eine Rolle bei der Zellkommunikation spielen. 

In der vorliegenden Studie wurden die miRNAs als potenzielle prognostische Biomarker für das post-

operative Überleben von Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom untersucht. Es wurde 

dazu Plasma verwendet. Das Plasma unserer Patienten wurde mindestens fünf Jahre bei -80 °C bis zur 

Verwendung gelagert.  

Insgesamt wurden 2549 miRNAs mit Hilfe der Microarray-Technik in zwei Gruppen von Patienten 

mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (langzeitüberlebende (LTS) vs. kürzzeitüberlebende (STS)) 

untersucht. Die statistische Analyse zeigte, dass die Expression von 52 miRNAs (52 von 2549, 2,0%) 

in der LTS- und STS-Gruppe signifikant unterschiedlich war (p < 0,05). In der STS-Gruppe sind 26 

miRNAs überexprimiert und 26 miRNAs unterexprimiert verglichen mit der LTS-Gruppe. Auf Grund 

der unterschiedlichen Fold Change Werte wurden für eine weitere Validierung mittels Reverse Tran-

skription – quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) fünf miRNAs ausgewählt, die 

einen Fold Change Wert größer als 1,5 haben oder bei denen schon eine Korrelation mit dem Lungen-
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karzinom beschrieben ist (Di Fazio et al., 2017; Kim et al., 2014; Song et al., 2018; Xiao und Liu, 

2015; Zhou et al., 2016).  

Pigati et al. zeigten, dass ca. 30% der zirkulierenden miRNAs in vitro und in vivo nicht mit dem 

miRNA-Profil der originalen Zellen übereinstimmen, d.h. die Freisetzung von miRNA aus den Zellen 

in das Blut stellt einen selektiven Prozess dar (Pigati et al., 2010). Diese Selektion führt zu Schwierig-

keiten in der Bestimmung des Ursprungs der zirkulierenden miRNA.  

Zur Validierung der fünf ausgewählten miRNAs hsa-miR-142-3p, hsa-miR-126-3p, hsa-miR-574-5p, 

hsa-miR-26a-5p und hsa-let-7f-5p wurde jeweils eine RT-qPCR durchgeführt. Die RT-qPCR stellt ein 

zuverlässiges Verfahren zur Überprüfung von Microarray-Expressionsdaten dar. Insgesamt sind die 

fünf ausgewählten miRNAs bei den postoperativ kurzzeitüberlebenden Patienten (STS-Gruppe) unter-

exprimiert. Dies deutet darauf hin, dass die fünf ausgewählten miRNAs bei Patienten mit nicht-

kleinzelligem Lungenkarzinom eine Aussage über das postoperative Überleben zulassen.  

7.2.1 Hsa-miR-142-5p 

Die Sequenzierung der hsa-miR-142 (mir-142) erfolgte erstmalig bei Säugetieren (Maus) durch 

Lagos-Quintana et al. (Lagos-Quintana et al., 2002). Hsa-miR-142-3p (miRNA vom 3ˋArm der pre-

miRNA) und hsa-miR-142-5p (miRNA vom 5ˋArm der pre-miRNA) wurden im Jahr 2004 bei Patien-

ten mit Leukämie entdeckt (Kasashima et al., 2004).  

Änderungen in der hsa-miR-142-Expression führen über verschiedene Mechanismen zur Veränderung 

der B-Zelldifferenzierung. Dies scheint die Lymphomentwicklung zu fördern (Kuriyama et al., 2018). 

Eine Unterexpression von hsa-miR-142-3p wurde auch bei Kindern mit Hirntumoren nachgewiesen. 

Hsa-miR-142-3p spielt möglicherweise auch eine Rolle bei anderen benignen und malignen Erkran-

kungen. Beispielsweise geht die Überexpression von hsa-miR-142-3p mit Aortensklerose einher (Qin 

et al., 2018), auch bei Asthma bronchiale ist hsa-miR-142-3p überexprimiert (Maes et al., 2016).  

Generell wirkt eine überexprimierte hsa-miR-142-3p als Tumorsuppressor durch Inhibierung des Zell-

zyklus am Übergang der G2 zur M-Phase. Dies führt zur Hemmung der Tumorzellproliferation (Cao 

et al., 2016). Eine Rolle der hsa-miR-142-3p wurde bei verschiedenen Malignomen, wie Osteosarkom, 

Kolonkarzinom, hepatozellulärem Karzinom, Nasopharynxkarzinom, Schilddrüsenkarzinom, Pankre-

askarzinom und Zervixkarzinom nachgewiesen (Hua et al., 2018; Zhu et al., 2018). Sie ist ein diag-

nostischer und prognostischer Biomarker und kann zum Beispiel zwischen mucosa-associated lym-

phoid tissue (MALT) Lymphoma des Magens und Gastritis differenzieren (Fernandez et al., 2017). 

Bei akuten Leukämien haben Patienten mit hsa-miR-142-3p Überexpression eine bessere Prognose 

(Dou et al., 2013). Lin et al. dagegen berichten bei überexprimierter hsa-miR-142-3p bei Patienten mit 

Plattenepithelkarzinom des Ösophagus trotz kleiner Tumorgröße und negativem Lymphknotenstatus 

eine schlechte Prognose (Lin et al., 2012).  

Eine Unterexpression von hsa-miR-142-3p geht in unserem Patientengut mit kurzen postoperativen 

Überlebenszeiten (STS-gruppe) einher, was ihre Rolle als Tumorsuppressor und ihre Rolle als prog-

nostischer Biomarker zu bestätigen scheint.  
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Xiao und Lin fanden, dass eine Überexpression der hsa-miR-142-3p die Zellproliferation beim nicht-

kleinzelligen Lungenkarzinom inhibiert und die Apoptose fördert. Dies wird durch die Hemmung von 

High mobility group box 1 protein (HMGB1) erklärt (Xiao und Liu, 2015). Das DNA-bindende Pro-

tein HMGB1 fördert die Zellmigration und Invasion beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom durch 

Regulation der Matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) (Wang et al., 2012). Darüber hinaus ist bei einer 

Überexpression der hsa-miR-142-3p die Chemotherapiesensitivität erhöht, was mittels Inhibierung 

von HMGB1 und Stimulierung des PI3K/Akt/mTOR Signalweges zustandekommt (Chen et al., 2017).  

Die Rolle von hsa-miR-142-3p beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom ist sicher komplex und noch 

nicht geklärt.   

7.2.2 Hsa-miR-126-3p    

MicroRNA-126 (miR-126) ist eine spezifische endotheliale miRNA. Sie reguliert Angiogenese, Gefä-

ßintegrität, Proliferation und Zellmigration (Fish et al., 2008) und spielt eine Rolle in der Tumorenste-

hung (Meister und Schmidt, 2010).  

MiR-126 wirkt als Tumorsuppressor beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, sie inhibiert die Angi-

ogenese und damit Tumorwachstum und -invasion durch die Regulation von Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF) (Wang et al., 2017).  

Klinisch geht die Unterexpression der miR-126 bei Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom 

mit kurzen Überlebenszeiten einher (Chen et al., 2015). Kim et al. fanden, dass die miRNA-126 -

Expression bei Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom und einer Tumorgröße ≤ 3 cm sig-

nifikant höher ist als bei Patienten  mit einer Tumorgröße > 3 cm, und die Überexpression bei Patien-

ten mit Adenokarzinom mit einer guten Prognose einhergeht (Kim et al., 2014).  

Diese Ergebnisse stimmen mit unseren Ergebnissen insofern überein, dass die Unterexpression von 

hsa-miR-126-3p mit kurzen Überlebenszeiten einhergeht (STS-Gruppe). 

7.2.3 Hsa-miR-574-5p 

In verschiedenen Studien wurde hsa-miR-574-5p eine onkogene Funktion zugeschrieben (Ji et al., 

2013; Yang et al., 2013). Die Überexpression der hsa-miR-574-5p im Serum erlaubt die Differenzie-

rung von Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom im frühen Tumorstadium (Stadium I, II) 

von gesunden Patienten (Foss et al., 2011). Außerdem zeigt sich eine überexprimierte hsa-miR-574-5p 

beim kleinzelligen Lungenkarzinom im extensive disease Tumorstadium (ED). Die Überexpression 

korreliert mit kurzen Überlebenszeiten und Chemoresistenz des Tumors (Ranade et al., 2010). Zhou et 

al. fanden, dass die hsa-miR-574-5p bei metastasiertem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom im Ver-

gleich zum nicht metastasierten überexprimiert ist.  

Sie fördert beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom Zellmigration und Metastasierung durch die 

Hemmung der Rezeptortyp Tyrosinphosphatase (PTPRU, auch Purkinje cell protein 2 (PCP2)), die die 

E-cadherin abhängige Zelladhäsion verstärkt (Zhou et al., 2016).  
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Nach den beschriebenen Ergebnissen kann angenommen werden, dass die Überexpression der hsa-

miR-574-5p ein Biomarker für die Metastasierung bei nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom sein dürf-

te.  

In der vorliegenden Studie ist die hsa-miR-574-5p in der STS-Gruppe unterexprimiert. Sie spielt eine 

untergeordnete Rolle beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, da sie prinzipiell den non-small cell 

lung cancer (hsa05223) KEGG-Signalweg nicht regulieren kann. Ihre Überexpression scheint sie als 

potenziellen Biomarker für Metastasierung beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom in Frage kom-

men zu lassen. Zum Zeitpunkt der Probenentnahme, d.h. unmittelbar vor der Operation, lagen bei kei-

nem der Patienten klinisch Metastasen vor.  

7.2.4 Hsa-miR-26a-5p 

Die hsa-miR-26a ist ein potenzieller Tumorsuppressor bei verschiedenen Tumorentitäten, wie 

Mammakarzinom, Leberzellkarzinom und kolorektalem Karzinom (Cabrera und Szabo, 2013; 

Vishnubalaji et al., 2015). Sie kann Zelldifferenzierung, Migration und Invasion beeinflussen (Zhang 

et al., 2011a). Eine Unterexpression der miR-26a geht beim Osteosarkom mit erhöhter Rezidivrate und 

schlechter Prognose einher (Song et al., 2014). Außerdem wurde eine Unterexpression der hsa-miR-

26a-5p bei Patienten mit Hepatitis-B-Virus assoziiertem Leberzellkarzinom beschrieben (Cui et al., 

2018). In anderen Studien wurde hsa-miR-26a eine Rolle als Onkogen zugeschrieben, sie fördert die 

Proliferation z.B. beim Gliom (Kim et al., 2010).  

Beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom ist die hsa-miR-26a in Tumorgewebe und im Blut unterex-

primiert (Leidinger et al., 2016; Pastuszak-Lewandoska et al., 2016; Yanaihara et al., 2006). Song et 

al. zeigten, dass hsa-miR-26a-5p die Zellproliferation des Lungenkarzinoms zwar nicht beeinflusst, 

aber Tumorzellmigration und Invasion fördert (Song et al., 2018).  

In der vorliegenden Studie ist die hsa-miR-26a-5p in der STS-Gruppe unterexprimiert, dies stimmt mit 

den anderen Studien überein. Leidinger et al. zeigten, dass die hsa-miR-26a beim Lungenkarzinompa-

tienten im Vergleich mit COPD-Patienten unterexprimiert ist, sodass sie mit anderen miRNAs die 

Differenzierung zwischen Lungenkarzinom und COPD ermöglichen kann (Leidinger et al., 2011).  

7.2.5 Hsa-let-7f-5p 

Let-7 ist die zweite miRNA nach lin-4, die bei Caenorhabditis elegans entdeckt wurde und die erste 

beim Menschen entdeckte miRNA. Sie reguliert die Entwicklung dieses Fadenwurms (Lee et al., 

1993). Der Name let-7 steht für „letal-7“, da die Mutation des let-7 Gens zu Störungen in der Entwick-

lung von Caenorhabditis elegans führt und entweder ein deformierter Wurm oder ein nicht lebensfähi-

ger Wurm resultiert. Die let-7 Familie hat im Genom verschiedene Isoformen und zu ihrer  Unter-

scheidung wird jede Isoform mit einem Buchstaben bezeichnet. Die let-7 Familie hat beim Menschen 

zehn Mitglieder (Roush und Slack, 2008). Sie reguliert verschiedene biologische Prozesse, z.B. regu-

liert sie die Differenzierung der Stammzellen bei C. elegans, das neuromuskuläre System bei Fliegen, 

die Entwicklung der Extremitäten bei Hühnern und Mäusen (Lancman et al., 2005). Die let-7 Familie 
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ist eine potenzielle Tumorsuppressor miRNA, und eine Unterexpression wurde bei verschiedenen 

Tumorentitäten bestätigt, wie zB. bei Lymphom und Magenkarzinom (Sampson et al., 2007). Die 

Hemmung der Expression der let-7 Familie führt zur Steigerung der Zellproliferation beim Lungen-

karzinom (Johnson et al., 2007). Darüber hinaus reguliert sie negativ die Expression von Onkogenen 

wie MYC und RAS. Fassina et al. fanden, dass let-7a, let-7b, let-7c, let-7f, let-7g, let-7i und miR-98 

beim Plattenepithelkarzinom im Vergleich zum Adenokarzinom unterexprimiert sind, sie können in 

Kombination mit anderen miRNAs, wie miR-205, eine Unterscheidung der beiden großen histologi-

schen Gruppen des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms zulassen (Fassina et al., 2011). Außerdem 

wurde in einer anderen Studie bestätigt, dass eine Unterexpression in der let-7 Familie mit kurzen 

Überlebenszeiten bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen einhergeht (Landi et al., 2010).  

Damit scheint die let-7 Familie ein diagnostischer und prognostischer Biomarker zu sein. In der vor-

liegenden Studie ist let-7f-5p in der STS-Gruppe unterexprimiert, d.h. die Unterexpression geht mit 

kurzen Überlebenszeiten einher. 

7.2.6 KEGG-Signalweg 

MiRNAs blockieren Genaktivität, indem sie sich an die 3`-nicht translatierten Regionen der mRNA 

anlagern. Sie steuern damit grundlegende biologische Prozesse und sind auch an Krankheiten beteiligt. 

Jede miRNA kann mehrere oder viele Gene regulieren und damit Einfluss auf verschiedene Signalwe-

ge nehmen.  

In der vorliegenden Studie wurden mit Hilfe der DIANA-miRPath v.3.0 Software 57 KEGG-

Signalwege beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom identifiziert. Sie beeinflussen hauptsächlich die 

Zellkommunikation und Signalübertragung auf einer oder auf mehreren nacheinander geschalteten 

Ebenen (Signalkaskaden) und regulieren dadurch z.B. Gentranskription, Zellproliferation oder Immun-

reaktion. Dies kann die Entstehung von Tumoren, Angiogenese, Vaskulogenese, Ansprechen auf eine 

Behandlung oder Metastasierung des Tumors beeinflussen. Bei Lungenkarzinomen sind die Signalwe-

ge noch nicht eindeutig geklärt.  

Der non-small cell lung cancer (hsa05223) Signalweg ist der wichtigste Signalweg beim nicht-

kleinzelligen Lungenkarzinom und besteht aus verschiedenen Signalwegen.  

7.2.7 MiRNA Zielgene 

Der non-small cell lung cancer (hsa05223) Signalweg enthält verschiedene Zielgene, die von hsa-miR-

142-3p, hsa-miR-126-3p, hsa-miR-26a-5p und hsa-let-7f-5p beeinflusst werden können. Die Genver-

änderungen betreffen hauptsächlich die Onkogene KRAS, EGFR und EML4-ALK oder Tumorsuppres-

sorgene RARβ, FHIT, INK4a/ARF, und p53 (Abbildung 3). Die Veränderungen in den folgenden Ge-

nen sind beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom gut erforscht.  
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7.2.7.1 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS)     

Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS) ist ein Protoonkogen der rat sarcoma virus Gen-

familie Harvey-Ras (HRAS), Kirsten-Ras (KRAS) und Neuroblastoma-Ras (NRAS), welche Anfang 

1980 entdeckt wurde (Tsuchida et al., 1982). Es kodiert vier Proteinisoformen HRAS, KRAS4a, 

KRAS4b und NRAS (Barbacid, 1987). RAS-Proteine sind GTPasen (small G-proteins). Sie liegen an 

der Innenseite der Zellmembran und regulieren die extrazelluläre Signalübertragung in das Zytoplas-

ma. RAS-Proteine können hauptsächlich Ras-Raf-MEK-ERK und PI3K/AKT/mTOR Signalwege 

aktivieren (Roberts und Der, 2007). Die Mutationen im KRAS führen zur Dysregulation des Signalwe-

ges, sodass die RAS-Proteine in der aktiven Form bleiben, was zur persistierenden Stimulation der 

Signalwege und zur Karzinogenese führt (Riely et al., 2009). KRAS Mutationen treten in 30% der 

Adenokarzinome (34% bei Rauchern, 6% bei Nichtrauchern) und in 5% der Plattenepithelkarzinome 

auf (Ding et al., 2008), sodass sie die häufigsten Mutationen beim Lungenkarzinom sind. KRAS-

Inhibitoren sind derzeit in der Entwicklungsphase (Chakraborty et al., 2018).   

7.2.7.2 Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)    

Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) ist ein Transmembranrezeptor aus der Rezeptor-

Tyrosinkinasen-Familie (RTKs, auch ErbB Familie oder human epidermal growth factor receptor 

(HER)). Er gehört zu den Rezeptoren für Wachstumsfaktoren. Durch die extrazelluläre Bindung mit 

Epidermal Growth Factor (EGF) und Transforming Growth Factor (TGFα) wird der EGFR aktiviert, 

und auf diese Weise können die extrazellulären Signale in das Zytoplasma übergeleitet werden. Dar-

über hinaus werden intrazelluläre Signalwege wie Ras-Raf-MEK-ERK oder PI3K/AKT/mTOR stimu-

liert. Dies führt zu Förderung des Zellwachstums und Inhibierung der Apoptose (Scaltriti und Baselga, 

2006). Der EGFR hat drei Domänen, die extrazelluläre, die transmembrane und die intrazelluläre und 

wurde erstmalig von Cohen beschrieben (Cohen, 1965). Die Mutationen von EGFR betreffen insge-

samt 32.3% der Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom. Dies ist von verschiedenen 

Merkmalen abhängig, wie z.B. Geographie (Asien vs. China vs. Europa: 50,0% vs. 38,4% vs. 14,1%), 

Geschlecht (Frauen vs. Männer: 43,7% vs. 24.0%), Raucherstatus (Nichtraucher vs. Raucher: 49,3% 

vs. 21,5%) und histologischer Typ (Adenokarzinom vs. Nicht-Adenokarzinom: 38,0% vs. 11,7%) 

(Boch et al., 2013; Skov et al., 2015; Zhang et al., 2016; Zimmer et al., 2009). Die meisten Mutatio-

nen liegen zwischen Exon 18 und 21, und in 90% der Fälle sind es Exon 19-Deletionen (Del19) oder 

Exon 21 L858R-Punktmutationen, indem Leucin durch Arginin in Codon 858 ersetzt ist. Diese Muta-

tionen sind sensitiv für die Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren (TKIs).  Die EGFR-T790M-

Mutation, in der Threonin (T) durch Methionin (M) an Position 790 in Exon 20 ersetzt ist, bedeutet 

eine Resistenz gegen Tyrosinkinaseinhibitoren (TKIs) (Tan et al., 2015).  
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7.2.7.3 Rat fibrosarcoma protein B (BRAF) 

RAF ist eine Protein-Familie von Serin/Threonin-Kinasen. Sie aktiviert den Ras-Raf-MEK-ERK-

Signalweg. Die Mutationen im BRAF codon 600 (BRAFV600E), betreffen 66% der Melanome 

(Davies et al., 2002), und wurden bei 3% der Adenokarzinome nachgewiesen (Paik et al., 2011).   

7.2.7.4 Anaplastic lymphoma kinase (ALK) 

ALK ist ein Enzym der Insulin receptor protein-tyrosine kinase Superfamilie. Es wurde im Jahr 1994 

erstmalig beim anaplastisch-großzelligen Lymphom beschrieben (Morris et al., 1994; Shiota et al., 

1994). ALK spielt eine Rolle in der Entwicklung und Funktion des Nervensystems. Durch verschiede-

ne Mechanismen wird das ALK Gen in ein Onkogen umgewandet, dies geschieht beim nicht-

kleinzelligen Lungenkarzinom durch Fusion von ALK mit  Echinoderm microtubule-associated pro-

tein-like 4 (EML4 gene) infolge einer Inversion im kurzen Arm von Chromosom 2. Dies tritt in 5% der 

nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome auf und betrifft alle histologischen Gruppen (Wong et al., 2009). 

Das Protein EML4-ALK kann verschiedene Signalwege wie PI3K/AKT und Ras-Raf-MEK-ERK 

aktivieren. ALK-Inhibitoren werden in der Therapie des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms einge-

setzt.   
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