Aus der Klinik fur Strahlentherapie
der Universitat zu Liibeck
Direktor: Prof. Dr. med. J. Dunst

Prognosefaktoren bei der Strahlentherapie des
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms unter besonderer

Berucksichtigung der Tumoroxygenierung

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwiirde

der Universitat zu Liibeck

- Aus der Medizinischen Fakultat -

vorgelegt von
Cornelia Setter
aus Liubeck

Liibeck 2010



1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Dirk Rades

2. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Klaus Dalhoff

Tag der mundlichen Prifung

zum Druck genehmigt. Libeck, den

31.03.2011

31.03.2011



Inhaltsverzeichnis

Einleitung

1.1.
1.2
1.3.
1.4.
1.5.
1.6.

Das Bronchialkarzinom

Tumoroxygenierung

Anamie bei Tumorpatienten

Erythropoetin

Vascular Endothelial Growth Factor

Zielsetzung

. Material und Methoden

2.1.  Therapie
2.2.  Prognosefaktoren
2.2.1. Gesamtkollektiv
2.2.2. Subgruppen
2.3. Immunhistochemie
2.3.1. Herstellung der Tissue Microarrays
2.3.2. Immunhistochemische Farbung
2.3.3. Auswertung der immunhistochemischen Farbungen
2.4. Analyse und Statistik
Ergebnisse
3.1.  Zusammenfassung der Ergebnisse
3.2.  Univariate Analysen des Gesamtkollektivs
3.2.1. Alter und Geschlecht
3.2.2. Karnofsky-Index und AJCC-Stadium
3.2.3. T-und N-Kategorie
3.2.4. Histologie und histologisches Grading
3.2.5. Operation und Chemotherapie
3.2.6. Rauchverhalten wahrend der Strahlentherapie und Pack Years
3.2.7. Hamoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie
und respiratorische Insuffizienz vor der Strahlentherapie
3.3.  Multivarianzanalysen des Gesamtkollektivs
3.4.  Subgruppenanalysen

10
13
14
15
16

17

21
22
22
24
24
25
25
26
28

29

29
30
31
34
37
40
43
46

49
52
54



3.4.1. Subgruppenanalyse 1
3.4.1.1.  Erythropoetin- und Erythropoetin-Rezeptor-Expression
der Tumorzellen
3.4.1.2.  Weitere Ergebnisse der ersten Subgruppenanalyse
3.4.2. Subgruppenanalyse 2
3.4.2.1. VEGF-und FLT1-Expression der Tumorzellen

3.4.2.2. Weitere Ergebnisse der zweiten Subgruppenanalyse

4. Diskussion

4.1.
4.2.
4.3.

4.4.
4.5.
4.6.

Anamie und die Prognose von Tumorpatienten
Therapie der Anamie bei Tumorpatienten
Erythropoetin- und Erythropoetin-Rezeptor-Expression
der Tumorzellen

VEGF- und FLT1-Expression der Tumorzellen
Rauchen als Prognosefaktor

Weitere relevante Prognosefaktoren

5. Zusammenfassung

6. Literaturverzeichnis

7. Anhang

8. Danksagung

9. Lebenslauf

54

54

59

60

60

65

66

66
69

71

73

76

79

81

83

96

97

98



1. Einleitung

1.1. Das Bronchialkarzinom

Bronchialkarzinome betreffen in Deutschland bei Mannern 14,2% und bei Frauen 7,4%
aller malignen Neuerkrankungen. Damit stehen die Bronchialkarzinome hinsichtlich der
Neuerkrankungsrate bei beiden Geschlechtern an dritter Stelle [55]. Aufgrund der
schlechten Prognose ist das Bronchialkarzinom bei Mannern allerdings die mit Abstand
haufigste Krebstodesursache (25,7%). Insgesamt ist die Erkrankungs- und Sterberate bei
Mannern um etwa ein Viertel zurlickgegangen, wahrend der Trend bei Frauen gegenlaufig
ist [55]. Die Sterberaten nahmen hier um mehr als 100% und die Erkrankungsraten um
nahezu 200% in allen Altersbereichen zu. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei etwa 69
Jahren. Die unterschiedliche Entwicklung wird auf die veranderten Rauchgewohnheiten
zurlckgefuhrt.

Der Hauptrisikofaktor fur die Entstehung eines Bronchialkarzinoms ist nach wie vor das
Rauchen [55]. Weitere Kanzerogene, die atiologisch relevant sein kdnnen, sind Asbest,
Arsen, Nickel, polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, Chromate und ionisierende
Strahlung wie z.B. Radon als umweltbedingte Strahlenbelastung [54]. Auf das Rauchen
sind bei Mannern ca. 90% und bei Frauen mindestens 60% der Bronchialkarzinome
zurlickzufiihren [55]. Insgesamt haben Raucher im Vergleich zu Nichtrauchern ein 13-fach
hdéheres Risiko an einem Bronchialkarzinom zu erkranken, wobei das Risiko
dosisabhangig ansteigt und nach Beendigung des Nikotinkonsums langsam wieder abfallt
[79]. Durch das Passivrauchen ist eine Risikoerh6hung um das 1,5-fache zu verzeichnen.
Alle histologischen Typen beim Bronchialkarzinom sind mit dem Rauchen assoziiert,
wobei die haufigste Form bei Nichtrauchern das Adenokarzinom ist [79].

Die durch den Primartumor hervorgerufene  Symptomatik umfasst bei
Bronchialkarzinomen haufig unspezifische Symptome wie Dyspnoe und Husten, spater
auch Thoraxschmerzen und Hamoptysen. Hinzu kommen durch Metastasen verursachte
Symptome und paraneoplastische Syndrome [15]. Aufgrund fehlender Frihsymptome
wird die Diagnose oft erst in einem fortgeschrittenen Stadium gestellt. So sind bereits 80%
der Patienten bei Diagnosestellung nicht mehr operabel. Bei einem Drittel der Patienten
sind bei Diagnosestellung symptomatische Fernmetastasen vorhanden [15]. Als haufige
Metastasenlokalisationen sind die Knochen, das ZNS, die Leber und die Nebennieren zu
nennen. Nur 5-15% der Bronchialkarzinome werden bei asymptomatischen Patienten

durch Réntgen-Thorax- oder CT-Untersuchungen diagnostiziert [79].



Um bei mehr Patienten die Diagnose bereits in friheren asymptomatischen Stadien
stellen zu kénnen, sind Versuche eines Screenings mittels Sputumzytologie, Roéntgen-
Thoraxaufnahmen und low-dose CTs unternommen worden. Bisher konnte hierdurch
jedoch keine Verbesserung der Uberlebensraten erzielt werden [79].

An bildgebenden Verfahren kommen bei Bronchialkarzinomen neben Réntgen- und CT-
Untersuchungen auch Positronen-Emissionstomogramme (PET) zum Einsatz. Vor allem
fur das mediastinale Staging liefert das PET und zunehmend auch das kombinierte PET-
CT wichtige Informationen [15, 38, 149].

Die histologische Klassifikation der malignen Lungentumore erfolgt nach Kriterien der
World Health Organisation (WHO) [127]. Die vier haufigsten Gruppen umfassen
Plattenepithelkarzinome (35-45%), Adenokarzinome (25-35%), grof3zellige Karzinome
(<10%) und kleinzellige Karzinome (15-20%) [54, 127]. Diese Hauptgruppen kénnen noch
weiter in spezifische Subtypen unterteilt werden [127].

Aus klinischen Gesichtspunkten ist bei der Einteilung der Bronchialkarzinome vor allem
die Unterscheidung zwischen den nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen (NSCLC= Non-
Small-Cell Lung Cancer) und den kleinzelligen Bronchialkarzinomen (SCLC= Small-Cell
Lung Cancer) wichtig. In der groen Gruppe der NSCLC (85%) werden Tumore
verschiedener Histologien wie die Plattenepithelkarzinome, die Adenokarzinome und die
groRzelligen Karzinome subsumiert. NSCLC und SCLC weisen grof’e Unterschiede im
biologischen Verhalten, im Therapieansprechen und hinsichtlich der Prognose auf. Daher

sind auch verschiedene Therapiestrategien erforderlich.

Die Stadieneinteilung beim NSCLC basiert auf dem TNM-System. Anhand der TNM-
Klassifikation erfolgt dann die Zuordnung zu den AJCC (American Joint Committee on
Cancer)-Stadiengruppierungen. Im Folgenden wird die TNM-Klassifikation flir maligne
Lungentumore in ihrer 5. - 6. Auflage (gultig von 1998 bis 2002 bzw. von 2003 bis 2009)
dargestellt, da diese bei den in dieser Arbeit untersuchten Patienten angewandt wurden
[39]. In der 6. Auflage wurden die TNM-Definitionen und die AJCC-Stadiengruppierungen
fur Bronchialkarzinome im Vergleich zur 5. Auflage nicht verandert [4]. Seit 2010 ist die 7.
Auflage der TNM-Klassifikation glltig. Diese beinhaltet auch hinsichtlich der Einteilung bei

Bronchialkarzinomen wesentliche Veranderungen [146].



T — Kategorie : Primartumor

Tx:

Tis:

T1:

T2:

T3:

T4:

Primartumor kann nicht beurteilt werden; oder Nachweis von malignen Zellen im
Sputum oder bei Bronchiallavage, aber der Tumor ist weder radiologisch noch
bronchoskopisch sichtbar

Carcinoma in situ

Tumor weniger als 3 cm Durchmesser, umgeben von Lungengewebe oder
viszeraler Pleura, bronchoskopisch keine Tumorinvasion proximal des
Lappenbronchus nachweisbar

Tumor mit mehr als 3 cm Durchmesser oder Infiltration des Hauptbronchus mit
mindestens 2 cm Abstand zur Karina oder Infiltration der viszeralen Pleura oder
Atelektase oder Obstruktionspneumonie, die den Hilus, aber nicht die ganze
Lunge mit einbezieht

Tumor infiltriert eine der folgenden Strukturen (unabhangig von der Tumorgrofe):
Thoraxwand, Zwerchfell, mediastinale Pleura, parietales Perikard; oder Atelektase
oder Obstruktionspneumonie, die die ganze Lunge mit einbezieht; oder Infiltration
des Hauptbronchus weniger als 2 cm distal der Karina, aber ohne Einbeziehung
der Karina selbst

Tumor infiltriert eine der folgenden Strukturen (unabhangig von der Tumorgrofie):
Mediastinum, Herz, groRe GefalRe, Trachea, Osophagus, Wirbelkdrper, Karina;

oder separater Tumorherd im selben Lappen; oder maligner Pleuraerguss

N — Kategorie : regionale Lymphknoten

Nx:
NO:
N1:

N2:
N3:

regionale Lymphknoten nicht beurteilbar

keine regionalen Lymphknotenmetastasen

Metastasen in ipsilateralen peribronchialen und/oder ipsilateralen hilidren
Lymphknoten und intrapulmonale Lymphknoten

Metastasen in ipsilateralen mediastinalen und/oder subkarinalen Lymphknoten
Metastasen in kontralateralen mediastinalen, kontralateralen hilidren, ipsi- oder

kontralateralen skalenealen oder supraklavikularen Lymphknoten

M - Kategorie : Fernmetastasen

Mx

MO:
M1:

Fernmetastasen nicht beurteilbar
keine Fernmetastasen
Fernmetastasen vorhanden, beinhaltet auch separate Tumorknoten in der Lunge,

die sich nicht im gleichen Lappen befinden wie der Primartumor



AJCC - Stadiengruppierungen

AJCC-Stadium 0 Tis NO MO
AJCC-Stadium |IA T NO MO
AJCC-Stadium IB T2 NO MO
AJCC-Stadium [IA T N1 MO
AJCC-Stadium 1IB T2 N1 MO
T3 NO MO
AJCC-Stadium IlIA T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
AJCC-Stadium 1lIB jedes T N3 MO
T4 jedesN MO
AJCC-Stadium IV jedes T jedesN M1

Das kleinzellige Bronchialkarzinom wird vereinfacht in die Kategorien limited disease (LD)
und extensive disease (ED) eingeteilt. Beim Stadium LD ist die Erkrankung auf einen
Hemithorax beschrankt, wahrend im Stadium ED alle Ausdehnungen uber einen
Hemithorax hinaus subsumiert sind. Die TNM-Klassifikation gewinnt jedoch auch beim
SCLC zunehmend an Bedeutung. Therapeutisch steht beim SCLC die Chemo- und

Strahlentherapie an erster Stelle [79].

Orientierend an der AJCC-Stadieneinteilung kommen beim NSCLC verschiedene
therapeutische Strategien zum Einsatz, wobei die Therapie der Wahl beim NSCLC in den
Stadien I-lIlIA priméar die Operation ist [99, 115].

Die Operation beinhaltet sowohl die Resektion des Primartumors, z.B. durch Lobektomie,
als auch eine mediastinale Lymphknotendissektion, sobald bei resektablen Tumoren
Lymphknotenmetastasen vorliegen [115].

Im Stadium IA ist bei komplett resezierten Tumoren keine adjuvante Therapie erforderlich
[99]. FiUr das Stadium IB konnte ebenfalls in groRen Metaanalysen (LACE) und
randomisierten kontrollierten Studien (NCIC-CTB JBR.10 trial, ANITA, IALT und ALPI)
kein Uberlebensvorteil durch eine adjuvante Chemotherapie nachgewiesen werden [99].
Lediglich fur ausgewahlte Patienten, z.B. bei Tumoren 24 cm, zeigte sich ein leichter
Benefit. Ab dem Stadium Il ist eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens durch eine
postoperative cisplatinhaltige Chemotherapie belegt (LACE: HR=0,83; 95%-KI:0,73-0,95;
ANITA: HR=0,71; 95%-KI:0,49-1,03; NCIC-CTG JBR.10 trial: HR=0,59; 95%-KI:0,42-0,85)
[99].



Eine postoperative Strahlentherapie wird flr vollstandig resezierte Tumore in den Stadien
| und Il nicht empfohlen [99]. In der PORT Metaanalyse mit 2128 Patienten zeigten sich
hinsichtlich des Gesamtiiberlebens schlechtere Ergebnisse in der Gruppe der Patienten,
die eine postoperative Strahlentherapie erhalten haben. Fir Patienten im Stadium IlIA ist
der Nutzen einer adjuvanten Strahlentherapie umstritten [99].

Die Strahlentherapie spielt bei Patienten in den potenziell resektablen Stadien I-IlIIA vor
allem dann eine wichtige Rolle, wenn eine Operation aufgrund von Komorbiditaten wie
z.B. kardiorespiratorischen Vorerkrankungen nicht durchgeflihrt werden kann oder die
Operation von den Patienten abgelehnt wird. Bei nicht resektablen Tumoren wird eine
Strahlendosis von annahernd 60 Gy aufgeteilt in insgesamt 30 Fraktionen mit jeweils 5
Fraktionen pro Woche appliziert. Aulierdem kommt die Strahlentherapie bei Patienten mit
mikroskopisch (R1) oder makroskopisch (R2) nicht vollstandig resezierten Tumoren zum
Einsatz. Hierbei ist die Strahlendosis abhangig vom Resektionsausmald [115]. Zur
Verbesserung des Therapieansprechens der Tumore und Reduzierung der Toxizitat auf
das umliegende Gewebe werden moderne Strahlentherapietechniken und
Fraktionierungsregime entwickelt. Diese sind Bestandteil vieler klinischer Studien bei
Bronchialkarzinompatienten und flieRen in die therapeutischen Strategien mit ein [59, 87,
116, 118, 139].

Bei lokal fortgeschrittenen inoperablen Tumoren wird primar eine simultane
Radiochemotherapie durchgefiihrt. Mit dieser konnten in klinischen Studien gegeniber
einer alleinigen Strahlentherapie und auch im Vergleich zu einer sequenziellen
Radiochemotherapie bessere Ergebnisse hinsichtlich des Outcomes der Patienten erzielt
werden [98, 108]. Liegen bereits Fernmetastasen vor, entsprechend einem Stadium 1V,
kommt vor allem flr Patienten mit einem guten Allgemeinzustand eine palliative
Chemotherapie mdglichst in Form einer platinhaltigen Zweifachkombination in Betracht
[98, 9]. Zur Therapie von symptomatischen Metastasen kann zudem eine
Strahlentherapie durchgeflihrt werden. Das Gesamtiberleben kann durch eine
konventionelle Chemotherapie im Vergleich zu einer bestmdglichen supportiven Therapie

jedoch nur geringfligig verbessert werden.

Neue Therapien, die an den molekularen Mechanismen des Tumorwachstums angreifen,
gewinnen zunehmend an Bedeutung. Wichtige Angriffspunkte sind hierbei der Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) und der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)
[104]. Der VEGEF ist in die Prozesse der Tumorangiogenese involviert. Bevacizumab ist
ein rekombinanter humanisierter monoklonaler Antikérper gegen VEGF und ist bei nicht-

kleinzelligen Bronchialkarzinomen einsetzbar [104].
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In Kombination mit einer konventionellen Chemotherapie konnte so eine Verbesserung
des Therapieansprechens und des Gesamtiiberlebens erreicht werden. Die Indikation fir
den Einsatz von Bevacizumab ist jedoch eingeschrankt, da unter bestimmten
Voraussetzungen, wie z.B. bei Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom oder bei
Vorliegen von ZNS-Metastasen, mit einem erhéhten Blutungsrisiko zu rechnen ist [104].
Viele solide Tumore weisen eine Uberexpression oder Dysregulation des EGFR auf. Der
EGFR spielt eine Rolle bei der Tumorzellproliferation, Adhasion und Migration.
Medikamente, die in diese Prozesse eingreifen, sind z.B. der monoklonale Antikérper

Cetuximab oder die auch oral verfligbaren Tyrosinkinaseinhibitoren Erlotinib und Gefitinib.

Trotz der Entwicklung neuer Therapiestrategien ist die Mortalitat des Bronchialkarzinoms
mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 15% in Europa und in den USA nach wie vor
sehr hoch [43]. Liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate im Stadium IA noch bei 61% und im
Stadium 1lA bei 34%, so betragt sie im Stadium IlIA und IV nur noch 9-13% bzw. 1% [79].
Weltweit stehen die Bronchialkarzinome somit als Todesursache unter den malignen
Tumoren bei Mannern an erster und bei Frauen nach dem Mammakarzinom an zweiter
Stelle [43].

1.2 Tumoroxygenierung

In vielen soliden Tumoren der verschiedensten Tumorentitdten sind charakteristischer-
weise hypoxische Gewebeareale vorhanden [134]. Diese finden sich verstarkt in lokal
fortgeschrittenen Tumoren, kénnen jedoch auch in kleineren Tumoren, chirurgischen
Resektionsrandern oder Mikrometastasen auftreten. In einer Studie an Karzinomen der
Zervix uteri konnten bei annahernd 60% der lokal fortgeschrittenen Tumore hypoxische

oder anoxische Areale nachgewiesen werden [133, 134].

Eine gute Tumoroxygenierung ist von entscheidender Bedeutung sowohl fir die
Effektivitat einiger zytostatischer Medikamente wie z.B. Carboplatin und Cyclophosphamid
als auch flir eine maximale Wirksamkeit der Strahlentherapie [133].

So ist die Strahlenempfindlichkeit von malignen Tumoren bei einer guten Sauerstoff-
versorgung weitaus hoher als unter hypoxischen Bedingungen [48]. Eine Erklarung fur die
relative Resistenz gegen strahleninduzierten Tumorzellzerfall unter hypoxischen
Bedingungen findet sich in der geringeren Produktion und Stabilisierung zytotoxischer
freier Radikale, fur welche die Anwesenheit von Sauerstoff wichtig ist. Daraus resultierend

entstehen unter hypoxischen Bedingungen geringere DNA-Schaden [48]. Wird nur
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einmalig ionisierende Strahlung appliziert, ist bei hypoxischen Zellen eine 2-3-fach héhere
Strahlendosis notwendig als bei gut oxygenierten Zellen, um den gleichen
strahlenbiologischen Effekt zu erzielen [48]. Bei einer fraktionierten Bestrahlung ist
zusatzlich die Moglichkeit der Reoxygenierung der Tumorzellen zwischen den Fraktionen
zu bericksichtigen, wodurch wieder eine bessere Strahlensensibilitat entstehen kann [48].
Die prognostisch signifikanten Auswirkungen eines niedrigen Sauerstoffpartialdruckes im
Tumorgewebe vor der Therapie auf das Ansprechen eines Tumors auf die Strahlen-

therapie wurden in mehreren Studien flr verschiedene solide Tumore gezeigt [48].

Zusatzlich zum Einfluss auf die Wirksamkeit der Therapie bewirkt die Hypoxie auch
Veranderungen auf zellularer Ebene [133]. Unter hypoxischen Verhaltnissen entstehen
vermehrt DNA-Instabilitdten. Damit kommt es zu einer Steigerung der Mutationsraten
verbunden mit einem erhoéhten Selektionsdruck. Hypoxischer Stress hat aulierdem
Auswirkungen auf die Genexpression in den Tumorzellen. Zum einen kann dies zum
Zellzyklusarrest, zur Apoptose, zur Nekrose oder auch zur Differenzierung der Zellen
fihren, zum anderen koénnten die Tumorzellen aber auch zu Proliferation und invasivem
Wachstum angeregt werden [133]. Ein biophysikalisches Modell deutet darauf hin, dass
eine Hypoxie bei malignen Zellen zu einer schnelleren und haufigeren Metastasierung
fuhren konnte [109]. Eine wichtige Rolle bei der Reaktion der Tumorzellen unter
hypoxischen Bedingungen spielt der Transkriptionsfaktor HIF-1 (Hypoxia Inducible
Factor 1), der bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck im Gewebe aktiviert wird [133]. HIF-1
ist bei der Expression einer Vielzahl von Genen involviert. Auswirkungen zeigen sich u.a.
auf die Sauerstoffversorgung oder die Angiogenese durch Einflisse auf die Produktion
von Erythropoetin und VEGF [133].

Ursachlich fir die Entstehung einer Tumorhypoxie ist ein Ungleichgewicht von
Sauerstoffverbrauch und Sauerstoffversorgung. Eine inadaquate Oxygenierung kann
begrindet sein durch einen reduzierten Blutfluss, durch eine Zunahme der
Diffusionsstrecken oder durch eine im Rahmen einer Anadmie reduzierte
Sauerstofftransportkapazitat des Blutes [133, 134].

Vor allem schnell wachsende Tumore weisen haufig eine in Relation zum
Tumorwachstum inadaquate Angiogenese mit einer Vergrolierung der Diffusionsstrecken
auf. Durch Diffusion kdnnen Zellen, die mehr als 70 ym von dem versorgenden Blutgefal
entfernt sind, nicht ausreichend mit Sauerstoff versorgt werden. Die Durchblutung des
Tumorgewebes wird zudem erschwert durch strukturelle und funktionelle Abnormitaten
der Mikrogefal3e innerhalb des Tumors und durch den Verlust der Blutflussregulation in
diesen Gefallen [133].
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Die Sauerstofftransportkapazitdt des Blutes wird zum groen Teil durch den
Hamoglobingehalt bestimmt. Wahrend normales Gewebe auch bei stark erniedrigten
Hamoglobinwerten bis zu 8 g/dl und niedriger in der Lage ist, eine adaquate Gewebe-
oxygenierung durch eine Steigerung des Blutflusses aufrecht zu erhalten, gelingt dies im
Tumorgewebe durch das Wegfallen der Kompensationsmechanismen nicht [133]. Becker
et al. untersuchten die Oxygenierung in normalem Muskelgewebe und in Tumorgewebe in
Abhangigkeit von unterschiedlichen Hamoglobinlevels bei Patienten mit Kopf- und
Halstumoren [14]. Es =zeigten sich signifikante Unterschiede (p<0,0001) in der
Oxygenierung zwischen Primartumor (medianer pO, 12 mmHg) und dem Musculus
sternokleido-mastoideus (medianer pO, 38 mmHg). Die Tumoroxygenierung war bei
anamischen Patienten mit Hamoglobinwerten <11 g/dl signifikant schlechter als bei
Patienten mit Hamoglobinwerten 211 g/dl (p=0,0001). In dem Muskelgewebe war
hingegen auch bei niedrigen Hamoglobinwerten keine signifikante Veranderung der
Oxygenierung zu verzeichnen [14]. Die Tumoroxygenierung ist jedoch nicht nur bei
niedrigen Hamoglobinwerten, sondern auch bei Werten >14 g/dl beeintrachtigt, was durch
eine Zunahme der Blutviskdsitdt und einer daraus resultierenden verschlechterten
Perfusion erklarbar ist. Nach den Daten von Vaupel et al. wird eine optimale

Tumoroxygenierung bei Hdmoglobinwerten von 12-14 g/dl erreicht [135].

Anhnliche Verhaltnisse wie bei einer Anamie kénnten auch bei starken Rauchern durch
eine prozentuale Erhéhung des Met- und Carboxyhdmoglobinanteils vorliegen [133].
Hierbei wird der Anteil des Hamoglobins, der effektiv am Sauerstofftransport teilnimmt, bei
gleich bleibendem Gesamtgehalt reduziert. Methamoglobin ist nicht in der Lage Sauerstoff
zu transportieren. Ob bei Rauchern mit hoheren Werten zu rechnen ist als bei
Nichtrauchern, ist umstritten, wobei die in Studien gemessenen Werte auch bei Rauchern
1-2% nicht Ubersteigen und somit von fraglicher klinischer Relevanz sind [21, 56].
Kohlenmonoxid bindet reversibel, aber mit einer 200-300-fach hoheren Affinitat als
Sauerstoff an das Hamoglobin und blockiert den Sauerstofftransport. AulRerdem flihrt das
Kohlenmonoxid zu einer Linksverschiebung der Sauerstoffbindungskurve [65], wodurch
die Sauerstofffreisetzung im Gewebe erschwert wird. Daher ist der hypoxische Effekt
durch das Kohlenmonoxid weitaus hoher, als der prozentuale Anteil des
Carboxyhamoglobins vermuten lasst. Studien zeigten, dass die Carboxyhamoglobinwerte
bei Rauchern mit bis zu >10% des Gesamthamoglobins weitaus héher waren als bei
Nichtrauchern [21, 56, 142]. Der Einfluss von Rauchen wahrend der Strahlentherapie auf
das klinische Outcome wurde unter anderem bei Kopf- und Halstumoren und
Bronchialkarzinomen untersucht mit teils kontroversen Ergebnissen hinsichtlich der
prognostischen Bedeutung beim NSCLC [24, 42, 120, 128, 136].
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1.3 Anamie bei Tumorpatienten

Mehr als 50% der Patienten mit malignen Tumoren weisen bereits zum Zeitpunkt der
Diagnose eine Anamie auf oder entwickeln eine Anamie im weiteren Verlauf der Therapie.
Es handelt sich typischerweise um eine normochrome, normozytare Anamie mit niedrigen
Retikulozytenzahlen. In der Regel liegt kein Eisenmangel vor, sondern vielmehr eine
Stérung der Eisenverwertung. Es finden sich normale bis erhéhte Serum-Ferritinspiegel
[23]. Haufig ist die Erythropoetin-Produktion in Relation zu dem Ausmal} der Anamie
inadaquat niedrig, wahrend das Ansprechen der erythropoetischen Zellen auf
Erythropoetin normal sein kann [23].

Die Anamie bei Tumorpatienten kann verschiedenste Ursachen haben. Der Tumor selbst
kann z.B. Uber einen Blutverlust oder eine Knochenmarksinfiltration zu einer Anamie
fuhren. Durch toxische Effekte der Tumortherapie und eine Myelosuppression kann die
Anamie zusatzlich verstarkt werden. Ein weiterer Faktor ist die im Rahmen einer malignen
Erkrankung erhdhte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen. Diese bewirken
ihrerseits, ahnlich wie bei einer chronischen entziindlichen Erkrankung, eine Hemmung
von Erythropoese und Erythropoetin-Produktion, eine Stérung der Eisenverwertung und
eine Verkirzung der Uberlebensdauer der Erythrozyten [23].

Von den Auswirkungen der Anamie betroffen sind diverse Organsysteme. Fir den
Patienten hangt das Ausmal} der Symptomatik von der Auspragung der Anamie, der
Geschwindigkeit des Auftretens der Anamie, den Kompensationsmechanismen und den
bestehenden Komorbiditaten ab. Mit einer deutlichen Einschrankung der Lebensqualitat
verbunden sind vor allem Symptome wie Mudigkeit und Schwéache im Sinne einer
Fatigue-Symptomatik, hinzu kommen Schwindel, Synkopen, Kopfschmerzen,
Palpitationen und Einschrankungen kognitiver Funktionen [82].

Aus therapeutischer Sicht ist neben der Symptomatik des Patienten auch der mdogliche
Einfluss der Anamie auf das Therapieansprechen des Tumors und somit auf die Prognose
des Patienten zu berlcksichtigen. Fur die Effektivitdt der Radiochemotherapie ist
beispielsweise eine gute Oxygenierung des Tumorgewebes entscheidend.

In klinischen Studien wurde bereits flir mehrere Tumorentititen wie dem
Endometriumkarzinom, dem Zervixkarzinom und dem Osophaguskarzinom der Einfluss
der Hamoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie auf die Prognose der Patienten
gezeigt [46, 89, 103]. Mit Hilfe von Bluttransfusionen oder rekombinantem humanen
Erythropoetin kann die Anamie bei Tumorpatienten korrigiert werden. Diese MalRnahmen
zeigen jedoch nicht nur positive Effekte, sondern haben ihrerseits auch potentiell negative

Auswirkungen.
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1.4 Erythropoetin

Erythropoetin (Epo) ist ein Glykoprotein, das in der Erythropoese eine wichtige Rolle
spielt. Epo kontrolliert das Uberleben, die Proliferation und die Differenzierung der
erythropoetischen Vorlauferzellen [124]. Reguliert wird die Expression des Epo-Gens
abhangig vom Sauerstoffgehalt hauptsachlich durch HIF-1 [124]. Die endogene
Produktion von Epo erfolgt beim Fetus in der Leber und beim Erwachsenen primar in der
Niere, wobei jedoch auch in vielen extrarenalen Geweben eine Epo-Expression
nachgewiesen wurde [6].

Die Wirkung von Epo wird vermittelt durch den Erythropoetin-Rezeptor (Epo-R). Dieser
wird aufder in den Zellen der Erythropoese u.a. auch im ZNS, in der Retina und im Herzen
sowie von glatten Muskelzellen und GefalRendothelien exprimiert. So zeigt Epo
beispielsweise neuro- und kardioprotektive Effekte nach ischamischen Ereignissen und ist
in der Wundheilung involviert [6]. Epo und Epo-R sind zudem an Vorgangen wie der
Mitose, der Apoptosehemmung und der Angiogenese beteiligt [47, 58, 105]. Darlber
hinaus ist die Expression von Epo und Epo-R bereits fir verschiedene solide Tumore
beschrieben worden [2, 3, 7, 8, 13, 50, 84, 152].

Rekombinante Epo-Formen wie Epoetin-alfa, Epoetin-beta und das langwirksame
Analogon Darbepoetin-alfa wurden anfanglich vorwiegend bei Patienten mit chronischen
Nierenerkrankungen eingesetzt [6]. Die Indikationsstellung fir die Anwendung von
rekombinantem humanen Erythropoetin (rh-Epo) wird zunehmend breiter, jedoch
gleichzeitig auch diffiziler aufgrund der Identifikation diverser biologischer Funktionen von
Epo aulierhalb des hamatopoetischen Gewebes [16, 148, 150, 151].

Bei Tumorpatienten konnte durch den Einsatz von rh-Epo zwar eine Steigerung der
Hamoglobinwerte und eine Verbesserung der Lebensqualitat erzielt werden, aber es
zeigte sich neben diesen positiven Effekten auch ein potenziell negativer Einfluss auf die
Prognose der Patienten. Bisher ist unklar, fir welche Tumorentitdten diese negativen
Auswirkungen einer rh-Epo-Therapie bestehen und durch welchen Mechanismus diese
ausgelost werden. Eine Mdoglichkeit waren Uber Epo-Rezeptoren der Tumorzellen
vermittelte Effekte.

Fraglich ist zudem, ob bereits zwischen der Epo- und/oder Epo-R-Expression der
Tumorzellen selbst und dem Therapieansprechen des Tumors sowie der Prognose der
Patienten eine Assoziation besteht. Weitere Studien sind notwendig, um die
Zusammenhange einer Epo- und/oder Epo-R-Expression sowie einer Epo- und Epo-R-
Koexpression der Tumorzellen mit dem klinischen Outcome der Patienten zu

durchleuchten.
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1.5 Vascular Endothelial Growth Factor

Die Angiogenese nimmt bei der Entstehung von malignen Tumoren einen grof3en
Stellenwert ein. Solide Tumore kdnnten ohne die Entstehung einer Neovaskularisation
aufgrund der mangelnden Sauerstoffversorgung der Zellen eine Grélie von 2-3 mm? nicht
Uberschreiten. Die Neovaskularisation hat somit entscheidenden Einfluss auf das
Tumorwachstum, aber auch auf die Invasivitat und das Metastasierungsvermégen des
Tumors. Die Prozesse der Angiogenese gewinnen auch als Angriffspunkte in der
medikamentdsen Tumortherapie zunehmend an klinischer Bedeutung [22].

Von den Tumorzellen werden verschiedene angiogenetische Zytokine ausgeschuttet. Zu
den wichtigsten angiogenetischen Faktoren gehdren die Vascular Endothelial Growth
Factors (VEGFs). Die VEGF-Familie umfasst mindestens funf Faktoren, VEGF-A, VEGF-
B, VEGF-C, VEGF-D und VEGF-E, wobei der VEGF-A firr die Angiogenese die grofite
Bedeutung hat und im Folgenden vereinfacht VEGF genannt wird [22].

Der VEGF bewirkt eine Aktivierung, Migration, Proliferation und Differenzierung von
Endothelzellen. Somit nimmt er eine Schlisselrolle sowohl in der physiologischen als
auch in der pathologischen Angiogenese, wie z.B. in der Embryogenese, in der
Wundheilung und beim Tumorwachstum, ein. Synthetisiert wird der VEGF auller von
Endothelzellen auch von Stromazellen, Zellen der Retina und Tumorzellen [22]. In den
Tumorzellen kann die VEGF-Produktion zum einen durch Hypoxie stimuliert werden sowie
durch Genveranderungen direkt oder indirekt erhéht sein. Bei den nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen zeigen 30-40% der Tumore eine hohe VEGF-Expression und /oder
eine hohe angiogenetische Aktivitat mit jedoch grofRer Variabilitdt zwischen den Tumoren
gleicher Histologie und Differenzierung [22].

Die Wirkung des VEGFs auf die Endothelzellen wird im Wesentlichen Uber zwei
Rezeptoren vermittelt, den VEGF-Rezeptor 1 (FLT1) und den VEGF-Rezeptor 2 (FLK1
oder KDR) [22]. FLT1 und FLK1 sind Transmembranrezeptoren, deren intrazellulare
Domane eine Tyrosinkinaseaktivitat aufweist. Die beiden Rezeptoren zeigen jedoch
Unterschiede in den Bindungsaffinitaten und in den induzierten zellularen Reaktionen [22,
69]. Die prognostischen Auswirkungen einer Expression der Tumorzellen von VEGF und
dessen Rezeptoren auf das Outcome der Patienten sind bisher nicht eindeutig geklart.

Die bisher vorliegenden Studien kommen diesbezuglich zu kontroversen Ergebnissen.
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1.6 Zielsetzung

Das Bronchialkarzinom gehért zu den haufigsten Tumorerkrankungen und hat gleichzeitig
trotz der Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten weiterhin eine sehr schlechte
Prognose. Ziel ist es, fir den einzelnen Patienten eine mdoglichst optimale
Therapiestrategie zu wahlen. Dies erfolgt in Kenntnis des maximal erreichbaren
Therapieerfolges und unter Berlcksichtigung des Nebenwirkungsprofils und der
Lebensqualitdit des Patienten. Hierfir sind Prognosefaktoren von entscheidender
Bedeutung. Viele Prognosefaktoren haben sich flr das Bronchialkarzinom bereits Gber
Jahre etabliert, so ist heute z.B. eine stadiengerechte Therapie selbstverstandlich.

Fiar die weitere Entwicklung ist es wichtig, neue potentielle Prognosefaktoren zu
identifizieren. In den Blickpunkt geraten zunehmend sowohl klinische als auch molekulare
Faktoren, die das Therapieansprechen des Tumors auf eine Therapiemodalitat
beeinflussen kdénnen. Dies betrifft zum einen die konventionelle Radiochemotherapie, die
zum Erreichen der maximalen Effektivitat eine gute Tumoroxygenierung bendtigt, und
zum anderen auch neuere ,Targeted“ Therapien, bei denen gerade die molekularen
Besonderheiten der Tumorzellen zum Wirkprinzip gehdren.

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen kénnen neue Strategien entwickelt werden, um
durch Korrektur dieser unglnstigen Voraussetzungen, wie z.B. dem Entgegenwirken einer

Anamieentwicklung, bessere Therapieergebnisse zu erzielen.

In dieser Studie wurden insgesamt 18 teils bereits etablierte, teils potentielle
Prognosefaktoren bei Patienten mit einem NSCLC in Hinblick auf ihren Einfluss auf das
Gesamtuberleben, die lokoregionale Tumorkontrolle und das metastasenfreie Uberleben
untersucht. Hierzu wurden eine Analyse des Gesamtkollektivs der Patienten sowie
zusatzliche eigenstandige Subgruppenanalysen durchgefihrt.

Es wurden insbesondere auch Faktoren in die Analysen eingeschlossen, die einen
negativen Einfluss auf die Tumoroxygenierung haben kénnten wie das Rauchverhalten
wahrend der Strahlentherapie, die respiratorische Insuffizienz vor der Strahlentherapie
und die Hdmoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie. Dies ist zudem die erste Studie,
die die Epo- und Epo-R-Expression der Tumorzellen sowie deren Koexpression
hinsichtlich der Auswirkungen auf das Outcome bei Patienten mit einem NSCLC im
Stadium [I/lll untersucht. AuRerdem wurde der prognostische Einfluss einer Expression

von VEGF und dessen Rezeptor FLT1 gepruft.
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2. Material und Methoden

Die Daten dieser Arbeit wurden an 181 Patienten mit einem nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom (NSCLC) erhoben. Alle Patienten wurden im Zeitraum zwischen
Januar 2000 und Dezember 2005 aufgrund eines NSCLC in der Kilinik fur
Strahlentherapie der Universitat zu Libeck bestrahlt. Die Patientencharakteristika des
Gesamtkollektivs sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Patienten, bei denen eines der folgenden Ausschlusskriterien vorlag, wurden nicht in die
Analyse mit aufgenommen: hamatogene Metastasen zum Zeitpunkt der Diagnose oder
noch vor Beginn der Strahlentherapie neu aufgetreten, Malignome in der Vorgeschichte
weniger als 5 Jahre vor Diagnosestellung des Bronchialkarzinoms, applizierte
Strahlendosis <50 Gy.

Die Datenerhebung erfolgte zunachst retrospektiv anhand von Patientenakten der Klinik
fur Strahlentherapie. Zur Komplettierung der Hamoglobinwerte und der respiratorischen
Parameter wurde erganzend auf die Datenbanken des Zentrallabors und der
Lungenfunktionsabteilung des Klinikums zurtickgegriffen. Das Follow-up der Patienten
wurde durch direkten Kontakt mit den Patienten bzw. deren Hausarzten und onkologisch

tatigen Arzten vervollstandigt.

Von 70 Patienten der insgesamt 181 Patienten des Gesamtkollektivs standen
Gewebeproben der Tumore zur immunhistochemischen Aufarbeitung zur Verfligung.

Es wurden vier verschiedene immunhistochemische Farbungen zur Detektion der
Expression von Erythropoetin (Epo) und dem Erythropoetin-Rezeptor (Epo-R) sowie von
VEGF und dem VEGF-Rezeptor 1 (FLT1) der Tumorzellen durchgefihrt. Von
ausreichender Qualitat fir eine adaquate Beurteilung waren die Farbungen bei 62
Patienten hinsichtlich der Epo- und/oder Epo-R-Expression und bei 61 Patienten
hinsichtlich der VEGF- und/oder FLT1-Expression. Die Patientencharakteristika der zwei

Subgruppenanalysen sind in den Tabellen 2 und 3 zusammengefasst.
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Tab. 1: Patientencharakteristika des Gesamtkollektivs. (RT: Strahlentherapie)

N Patienten %

< 65 Jahre 96 53

> 65 Jahre 85 47
Geschlecht

Weiblich 39 22

Mannlich 142 78
Karnofsky-Index

<70 73 40

>70 108 60
AJCC-Stadium

Stadium I-II 31 17

Stadium 1l 150 83
T-Kategorie

T1-2 55 30

T3 52 29

T4 74 41
N-Kategorie

N 0-1 55 30

N2 73 40

N3 53 29
Histologie

Plattenepithelkarzinom 100 55

Adenokarzinom 63 35

Grol3zelliges Karzinom 28 10
Histologisches Grading

G1-2 70 39

G3 107 59

G x 4 2
Operation

Ja 52 29

Nein 129 71
Chemotherapie

Ja 74 41

Nein 107 59
Rauchen wahrend der RT

Ja 74 41

Nein 107 59
Pack Years

< 50 Pack Years 84 46

> 50 Pack Years 70 39

Unbekannt 27 15
Hamoglobinwerte wahrend der RT

<12 g/di 107 59

=12 g/dl 74 41
Respiratorische Insuffizienz vor der RT

Keine Insuffizienz 42 23

Partialinsuffizienz 107 59

Globalinsuffizienz 17 9

Unbekannt 15 8
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Tab. 2: Patientencharakteristika der Subgruppenanalyse hinsichtlich der Expression von
Erythropoetin und dem Erythropoetin-Rezeptor. (RT: Strahlentherapie)

N Patienten %

Alter

< 65 Jahre 36 58

> 65 Jahre 26 42
Geschlecht

Weiblich 12 19

Mannlich 50 81
Karnofsky-Index

<70 19 31

>70 43 69
AJCC-Stadium

Stadium |l 12 19

Stadium Il 50 81
T-Kategorie

T1-2 19 31

T3 20 32

T4 23 37
N-Kategorie

N 0-1 21 34

N 2-3 41 66
Histologie

Plattenepithelkarzinom 33 53

Adenokarzinom 24 39

Grolzelliges Karzinom 5 8
Histologisches Grading

G1-2 23 37

G3 39 63
Operation

Ja 27 44

Nein 35 56
Chemotherapie

Ja 32 52

Nein 30 48
Rauchen wahrend der RT

Ja 21 34

Nein 41 66
Pack Years

< 50 Pack Years 30 48

> 50 Pack Years 21 34

Unbekannt 11 18
Hamoglobinwerte wiahrend der RT

<12 g/di 39 63

=12 g/dl 23 37
Respiratorische Insuffizienz vor der RT

Keine Insuffizienz 18 29

Partialinsuffizienz 40 65

Globalinsuffizienz 0 0

Unbekannt 4 6
Erythropoetin-Expression

Nein 16 26

Ja 42 68

Unbekannt 4 6
Erythropoetin-Rezeptor-Expression

Nein 21 34

Ja 39 63

Unbekannt 2 3

-19-




Tab. 3: Patientencharakteristika der Subgruppenanalyse hinsichtlich der Expression von VEGF
und dem VEGF-Rezeptor 1. (RT: Strahlentherapie)

N Patienten %

Alter

< 65 Jahre 33 54

> 65 Jahre 28 46
Geschlecht

Weiblich 12 20

Mannlich 49 80
Karnofsky-Index

<70 20 33

>70 41 67
AJCC-Stadium

AJCC I-1l 13 21

AJCC I 48 79
T-Kategorie

T1-3 38 62

T4 23 38
N-Kategorie

N 0-1 22 36

N 2-3 39 64
Histologie

Plattenepithelkarzinom 32 52

Adenokarzinom 25 41

Grolzelliges Karzinom 4 7
Histologisches Grading

G1-2 21 34

G3 40 66
Operation

Ja 34 56

Nein 27 44
Chemotherapie

Ja 30 49

Nein 31 51
Rauchen wahrend der RT

Ja 21 34

Nein 40 66
Pack Years

< 50 Pack Years 28 46

> 50 Pack Years 22 36

Unbekannt 11 18
Hamoglobinwerte wahrend der RT

<12 g/di 38 62

=12 g/dl 23 38
Respiratorische Insuffizienz vor der RT

Keine Insuffizienz 18 29

Partialinsuffizienz 40 66

Globalinsuffizienz 0 0

Unbekannt 3 5
VEGF-Expression

Nein 19 31

Ja 40 66

Unbekannt 2 3
VEGF-Rezeptor 1-Expression

Nein 32 52

Ja 28 46

Unbekannt 1 2
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2.1 Therapie

Die Strahlentherapie wurde an einem Linearbeschleuniger (Clinac 2100 C3, Varian
Medical Systems Inc., Palo Alto, CA, USA) mit 6-18 MV Photonen nach einer CT-
basierten 3D-Bestrahlungsplanung durchgefiihrt. Das Zielvolumen beinhaltete den
Primartumor und die lokoregionalen Lymphknoten mit einem Sicherheitssaum von 2 cm.
Die Gesamtdosis lag zwischen 50 Gy und 70 Gy, berechnet als Aquivalenzdosis in
Fraktionen mit 2 Gy (EQD2) mit der Formel:

EQD2=Dx[(d+a/B)/(2Gy + a/B)],
wobei D = Gesamtdosis, d = Dosis pro Fraktion, a = lineare Komponente der
Zellinaktivierung (direkt proportional zur Strahlendosis), B = quadratische Komponente der
Zellinaktivierung (proportional zum Quadrat der Strahlendosis), a/B-Wert = Dosis bei der
beide Komponenten der Zellinaktivierung gleich sind [12, 64].
Als a/B-Wert fur die Tumorzellinaktivierung werden Ublicherweise 10 Gy angenommen.
Die applizierte Gesamtdosis war Ausdruck der bevorzugten Behandlungsschemata zu
den verschiedenen Zeitpunkten. AulBerdem war die Dosis vom Resektionsausmal}
abhangig. Bei den 52 operierten Patienten betrug die EQD2 66 — 70 Gy nach R2-
Resektion (makroskopisch sichtbarer Resttumor), 60 — 66 Gy nach R1-Resektion
(mikroskopisch sichtbarer Resttumor), 50 — 60 Gy nach R0-Resektion (kein Resttumor).
Bei Patienten ohne Operation lag die Dosis zwischen 56 Gy und 70 Gy.
Zusatzlich zur Strahlentherapie erhielten 74 Patienten 2 — 4 Zyklen einer cisplatinhaltigen

Chemotherapie, wovon 2 Zyklen wahrend der Strahlentherapie verabreicht wurden.

Abb. 1: Linearbeschleuniger
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2.2 Prognosefaktoren

Insgesamt sind in dieser Arbeit 18 Faktoren hinsichtlich ihres Einflusses auf die Prognose
von Patienten mit einem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom untersucht worden. Hierbei
erfolgte die Analyse von 14 Faktoren am Gesamtkollektiv der Patienten und von
zusatzlich jeweils zwei immunhistochemischen Faktoren in zwei eigenstandigen

Subgruppenanalysen.

2.2.1 Gesamtkollektiv

Bei den 181 Patienten des Gesamtkollektivs wurden 14 Prognosefaktoren hinsichtlich
ihres Einflusses auf die lokoregionale Tumorkontrolle, das metastasenfreie Uberleben und
das Gesamtuberleben untersucht.

Besonderes Augenmerk wurde bei der Analyse auf die Hamoglobinwerte wahrend der
Strahlentherapie, die respiratorische Insuffizienz vor der Strahlentherapie und das
Rauchverhalten wahrend der Strahlentherapie sowie in der Vorgeschichte gerichtet.

Die Hamoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie wurden durch wdchentliche
Blutbildkontrollen erfasst. Da die strahlentherapeutische Behandlung 5 bis 7 Wochen in
Anspruch nahm, ergaben sich in der Regel 5 bis 7 Hamoglobinwerte wahrend der
Strahlentherapie. Eingeteilt wurde in Gruppen mit Hamoglobinwerten wahrend der
Strahlentherapie Uberwiegend 212 g/dl und <12 g/dl. Diese Einteilung basiert auf den
Daten von Vaupel et al. [135], die darauf schlieBen lassen, dass eine optimale
Tumoroxygenierung bei Hamoglobinwerten von 12-14 g/dl erreicht wird. Die Mehrheit der
Hamoglobinwerte entsprach entweder =23 von 5 Werten, =24 von 6 Werten oder =24 von 7
Werten. Der Fall, dass von 6 Werten 3 212 g/dl und 3 <12 g/dl waren, trat nicht auf.

Bei der respiratorischen Insuffizienz wurde anhand von Blutgasanalysen zwischen keiner
respiratorischen Insuffizienz, einer respiratorischen Partialinsuffizienz und einer
respiratorischen Globalinsuffizienz unterschieden. Eine respiratorische Partialinsuffizienz
ist gekennzeichnet durch einen erniedrigten pO, und einen normalen pCO,, wahrend bei
der respiratorischen Globalinsuffizienz ein erniedrigter pO, und ein erhdhter pCO, zu
finden sind. Hinsichtlich des Rauchverhaltens der Patienten wurden der Raucherstatus
wahrend der Strahlentherapie (ja versus nein) sowie der kumulative Zigarettenkonsum in
der Vergangenheit in Form von Pack Years (<50 versus >50) erfasst. Pack Years werden
berechnet aus der Anzahl der gerauchten Zigarettenschachteln pro Tag, multipliziert mit
den Jahren des Konsums, d.h. ein Pack Year ist definiert als eine Schachtel Zigaretten

pro Tag Uber ein Jahr.
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Zusatzlich wurden auch teils bereits gut etablierte Prognosefaktoren in die Analyse

aufgenommen, um als MaRstab fir die Validitat der erhobenen Daten gelten zu kénnen.

Erfasst wurden histologische Merkmale, Stadieneinteilungen, Patientencharakteristika und

die zusatzlichen Therapiemodalitaten:

Alter (<65 Jahre versus >65 Jahre)
Geschlecht
Allgemeinzustand (Karnofsky-Index <70 versus >70, s. Tabelle 4 )
AJCC (American Joint Committee on Cancer)-Stadium (I-1l versus IlI)
T-Kategorie (T1-2 versus T3 versus T4)
N-Kategorie (NO-1versus N2-3)
Histologie (Plattenepithelkarzinom versus Adenokarzinom versus grof3zelliges
Karzinom)
histologischer Differenzierungsgrad (Grading, G1-2 versus G3 )
Gx — Grading nicht mdglich,
G1 - gut differenziert,
G2 - maRig differenziert,
G3 - gering differenziert
Operation (ja versus nein)

Chemotherapie (ja versus nein).

Tab. 4: Karnofsky-Index (KI) [10].

Kl Allgemeinzustand des Patienten
100 Normale Aktivitat, keine Beschwerden, keine Krankheitszeichen
90 Normale Leistungsfahigkeit, minimale Krankheitssymptome
80 Normale Aktivitat nur mit Anstrengung, geringe Krankheitssymptome
70 Unfahig zur normalen Aktivitat oder Arbeit, versorgt sich selbst
60 Gelegentliche Unterstitzung notwendig, aber noch weitgehende Selbstversorgung
maoglich
50 Standige Unterstitzung und haufige arztliche Hilfe erforderlich
40 Uberwiegend bettlagerig, spezielle Pflege und Unterstiitzung notwendig
30 Dauernd bettlagerig, Hospitalisierung indiziert, nicht akut lebensbedrohlich erkrankt
20 Schwerkrank, Hospitalisierung notwendig, aktive supportive Therapie erforderlich
10 Moribund, rasch fortschreitende terminale Erkrankung
0 Tod
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2.2.2 Subgruppen

In den beiden Subgruppen lag der Schwerpunkt auf der Analyse von jeweils zwei
immunhistochemischen Faktoren.

Die erste Subgruppe umfasst 62 Patienten zur Analyse des prognostischen Einflusses der
Epo-Expression (ja versus nein) und der Epo-R-Expression der Tumorzellen (ja versus
nein). Aulerdem wurde die Prognose der 9 Patienten, deren Tumorzellen eine
Koexpression von Epo und Epo-R aufwiesen, mit der Prognose der 30 Patienten
verglichen, deren Tumorzellen weder Epo noch Epo-R exprimierten.

In die zweite Subgruppenanalyse wurden 61 Patienten mit eingeschlossen, um die
prognostischen Auswirkungen der VEGF-Expression (ja versus nein) und der FLT1-
Expression der Tumorzellen (ja versus nein) zu untersuchen. Zusatzlich wurde das
Outcome der 20 Patienten mit einer VEGF- und FLT1-Koexpression mit dem der 11
Patienten verglichen, deren Tumorzellen weder eine VEGF- noch eine FLT1-Expression
aufwiesen.

In beide Subgruppenanalysen wurden zusatzlich zu den zwei immunhistochemischen
Faktoren auch die 14 bereits im Gesamtkollektiv analysierten Faktoren mit aufgenommen.
Somit wurden in jeder Subgruppenanalyse 16 Faktoren hinsichtlich ihres Einflusses auf
die lokoregionale Tumorkontrolle, das metastasenfreie Uberleben und das

Gesamtiberleben untersucht.

2.3 Immunhistochemie

Von 70 Patienten des Gesamtkollektivs wurden die verfligbaren Gewebeproben der
Tumore immunhistochemisch aufgearbeitet. Detektiert wurde die Expression der
Tumorzellen von Epo, Epo-R, VEGF und FLT1.

Zunachst wurden aus den Tumorgewebeproben der Patienten Tissue-Microarray (TMA)-
Blocke hergestellt [70]. Durch das Zusammenfassen der Gewebeproben mehrer
Patienten in einem Parrafinblock konnte so anschlieBend eine grélRere Anzahl an

Tumorgewebeproben gleichzeitig immunhistochemisch gefarbt und ausgewertet werden.
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2.3.1 Herstellung der Tissue-Microarrays

Die Herstellung der TMA-Blocke erfolgte an der Universitat Bergen, Norwegen, unter
Verwendung eines Manual Tissue Arrayer 1 (Beecher Instruments, Silver Spring, MD,
USA). Die Gewebeproben der Patienten stammen aus in 10% Formalin (pH 7,5) fixierten
und in Paraffin eingebetteten Resektionspraparaten oder Tumorbiopsien. Aus den
Tumorgewebeproben der Patienten wurden reprasentative Areale des Tumorgewebes
ausgewahlt. Hier wurden mit einer Hohlnadel von 1,0 mm Durchmesser pro Gewebeprobe
1-3 Stanzbiopsien von 5 mm Tiefe entnommen. Diese wurden jeweils im Abstand von 1,5
mm in einen praformierten Hohlraum des Empfangerblocks aus Parrafin transferiert. So
konnten in zwei TMA-Blécken alle Stanzbiopsien zusammengefasst werden.
Abschlieend erfolgte eine Erwarmung der TMA-Blocke auf 37 °C fur ca. 5 min, um die

Stanzbiopsien mit dem Parrafinblock zu verbinden.

2.3.2 Immunhistochemische Farbung

Insgesamt wurde die Expression von vier verschiedenen Antigenen in den Tumorzellen
detektiert. Eine Ubersicht der hierzu verwendeten Antikdrper findet sich in Tabelle 5. Die
immunhistochemischen Farbungen und deren Auswertung erfolgten in Kooperation mit

dem Institut fir Pathologie der Universitat zu Libeck.

Tab. 5: Primarantikdrper

Antigen Antikdrper Hersteller Verdinnung
Erythropoetin Anti-human Epo polyclonal, rabbit 1:30
(ab30545) Abcam,
Erythropoetin- | Anti-human Epo Receptor monoclonal, | Cambridge, UK 1:30
Rezeptor mouse, clone [MM-0031-6G7]
(ab56310)
VEGF Anti-human VEGF monoclonal, mouse Santa Cruz 1:100
(SC-53462) Biotechnology,
VEGF- Anti-human FLT1 polyclonal, rabbit Heidelberg 1:30
Rezeptor 1 (SC-9029)

Aus den vorbereiteten TMA-Bl6cken wurden 4 um dicke Serienschnitte angefertigt. Diese
Schnitte wurden in Xylol entparaffiniert (3 x 15 min), in einer absteigenden Alkoholreihe
rehydriert (2 x 99%, 1 x 96% und 1 x 70%) und anschlieRend in Trispuffer Gberfuhrt. Im
Folgenden wurden die Praparate jeweils zwischen den Arbeitsschritten fir 5 min in

Trispuffer gespllt. Die Antigendemaskierung erfolgte in 0,01 mol/l Citratpuffer (pH 6,0) fir
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5 min bei 850 W in der Mikrowelle. Um unspezifische Hintergrundfarbungen zu
reduzieren, wurden die endogenen Peroxidasen fir 3 x 5 min mit 0,3% Wasserstoff-
peroxid geblockt. AnschlieBend erfolgte das Aufbringen des entsprechenden
Primarantikorpers (s. Tabelle 5). Die Inkubationszeit fur die Primarantikdrper betrug 30min
bei Raumtemperatur. Die weitere Reaktion erfolgte mit dem biotinfreien Horseradish-
Peroxidase-Enzym gelabeltem Polymer des PowerVision Systems (PowerVision+Poly-
Hrp- Anti Ms/Rb/Rt IgG Biotin-free, ready-to-use von ImmunoLogic, Duiven, Niederlande).
Nach 15 min Inkubation wurde als Chromogen ein Diaminobenzidin-Komplex flr 10 min
aufgebracht. Im nachsten Schritt erfolgte die Gegenfarbung mit Hamatoxylin fir 3 min mit
anschlielendem flieRenden Blauen unter Leitungswasser. AbschlieRend wurden die
Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (70%, 95%, 99%), in Xylol
Uberfuhrt (3 x 1 min) und in Kunstharz eingedeckt. Abbildung 2 zeigt exemplarisch einen

Objekttrager mit einem immunhistochemisch gefarbten Schnitt aus einem TMA-Block.

299

¥
’ &
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Abb. 2: Objekttrager mit einem immunhistochemisch gefarbten Schnitt aus einem TMA Block.

2.3.3 Auswertung der Immunhistochemischen Farbungen

Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte an einem Olympus BX 50 Mikroskop.

Zur genaueren morphologischen Beurteilung des Tumorgewebes wurde jeweils auch eine
Hamatoxylin-Eosin Farbung der Schnitte durchgefuhrt. Im Rahmen der Auswertung der
immunhistochemischen Farbungen wurde das Farbeverhalten der Tumorzellen analysiert
(Anfarbung leicht bis stark). Zur Beurteilung wurden zudem die Menge der im Praparat
vorhandenen Tumorzellen und die Intensitat ihrer Anfarbung herangezogen. Auflierdem
wurde die Intensitat der Hintergrundfarbung berlicksichtigt.

Die Klassifikation der Tumore als das entsprechende Antigen exprimierend erfolgte, wenn
mindestens 10% der Tumorzellen eine immunhistochemisch positive Reaktion zeigten.

In den Abbildungen 3-6 finden sich Beispiele einer Expression der Tumorzellen von Epo,
Epo-R, VEGF und FLT1.
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Abb. 3: Immunhistochemische Farbung mit Abb. 4: Immunhistochemische Farbung mit

Antikdrpern gegen Epo, Beispiel einer Epo- Antikérpern gegen Epo-R, Beispiel einer
Expression der Tumorzellen, Epo-R-Expression der Tumorzellen,
VergréRerung 50-fach. VergréRerung 50-fach.

Abb. 5: Immunhistochemische Farbung mit Abb. 6: Immunhistochemische Farbung mit
Antikérpern gegen VEGF, Beispiel einer Antikdrpern gegen FLT1, Beispiel einer
VEGF-Expression der Tumorzellen, FLT1-Expression der Tumorzellen,
VergroéRerung 50-fach. VergroéRRerung 50-fach.
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2.4 Analyse und Statistik

Die Analyse des Gesamtkollektivs mit 181 Patienten umfasst die Auswertung von 14
Faktoren hinsichtlich ihres potentiellen prognostischen Einflusses auf das Outcome von
Patienten mit einem NSCLC. Auflerdem erfolgten zwei eigenstandige Subgruppe-
analysen, in denen jeweils zwei immunhistochemische Faktoren zusatzlich in die Analyse

mit aufgenommen wurden.

Die lokoregionale Tumorkontrolle, das metastasenfreie Uberleben und das
Gesamtlberleben wurden mit der Kaplan-Meier-Methode ausgewertet [66]. In der
univariaten Analyse wurden die Unterschiede zwischen den Kaplan-Meier-Kurven mit
dem log-rank Test berechnet. Das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festgelegt. Die in
der univariaten Analyse signifikanten potentiellen prognostischen Faktoren (p<0,05)
wurden zusatzlich in einer multivariaten Analyse mit Hilfe des Cox proportional hazard
model auf ihre Unabhangigkeit hin untersucht. In den Subgruppenanalysen wurden auch
Faktoren, die in den univariaten Analysen ein p<0,06 aufwiesen, in die Multivarianz-

analysen mit aufgenommen.

Die Zeit bis zum Auftreten von Lokalrezidiven oder Fernmetastasen sowie die Zeit bis
zum Tode der Patienten wurde vom Ende der Strahlentherapie an gemessen. Im Verlauf
der Therapie und in der Nachbeobachtungsphase wurden Bronchoskopien und
Computertomographien zur Beurteilung des Therapieansprechens bzw. Diagnostik eines
mdglichen Lokalrezidivs durchgefiihrt. Traten im Einzelfall Schwierigkeiten bei der
Abgrenzung eines Rezidivs von z.B. strahlenbedingten Fibrosen oder Narben auf, wurde
zur weiteren Abklarung zusatzlich eine Positronen-Emissionstomographie durchgefiihrt.
Die Patienten wurden bis zu ihrem Tode oder fir mindestens 12 Monate nachverfolgt
(Spannweite 12-64 Monate, Median 17 Monate).
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3. Ergebnisse

Insgesamt wurden die 18 potentiellen prognostischen Faktoren hinsichtlich ihres
Einflusses auf die Prognose der Patienten zunéachst in Form von univariaten Analysen
untersucht. AnschlieRend wurden die in der univariaten Analyse signifikanten Faktoren in

einer Multivarianzanalyse auf ihre Unabhangigkeit Uberpruft.

3.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Eine bessere lokoregionale Tumorkontrolle war in der univariaten Analyse des
Gesamtkollektivs signifikant assoziiert mit einem Karnofsky-Index >70, niedriger T-
Kategorie, niedriger N-Kategorie, AJCC-Stadium I-l, erfolgter Operation, keiner oder einer
partiellen respiratorischen Insuffizienz vor der Strahlentherapie, keinem Rauchen wahrend
der Strahlentherapie und Hamoglobinwerten wahrend der Strahlentherapie von 212 g/dI.
In den univariaten Analysen der Subgruppen zeigte zudem eine fehlende Epo-Expression
der Tumorzellen signifikante positive Auswirkungen auf die lokale Tumorkontrolle. Eine
ebenfalls signifikant bessere lokoregionale Tumorkontrolle wiesen die Patienten auf,
deren Tumore weder Epo noch Epo-R exprimierten. Fir die VEGF- und FLT1-Expression
sowie die Koexpression beider Faktoren lag kein signifikanter Einfluss vor.

In den multivariaten Analysen zur lokoregionalen Tumorkontrolle blieben die T-Kategorie,
das Rauchverhalten wahrend der Strahlentherapie und die Epo-Expression weiterhin

signifikant, wohingegen die anderen Faktoren keine Signifikanz erreichten.

Ein langeres metastasenfreies Uberleben war in der univariaten Analyse signifikant
assoziiert mit einem Karnofsky-Index >70, niedriger T-Kategorie, niedriger N-Kategorie
und AJCC-Stadium I-ll. Fir die Operation und die Hamoglobinwerte wahrend der
Strahlentherapie 212 g/dl war ein Trend erkennbar.

In den Subgruppenanalysen zeigte eine fehlende Epo-R-Expression der Tumorzellen eine
signifikante Assoziation zu einem langeren metastasenfreien Uberleben, wahrend fir eine
fehlende Epo-Expression ein Trend erkennbar war. Zudem wiesen Patienten, deren
Tumore weder Epo noch Epo-R exprimierten, ein besseres metastasenfreies Uberleben
auf. Die VEGF- und die FLT1-Expression sowie deren Koexpression zeigten auch
hinsichtlich des metastasenfreien Uberlebens keinen signifikanten Einfluss.

In den multivariaten Analysen wiesen die T-Kategorie, die N-Kategorie und die Epo-R-
Expression signifikante Auswirkungen auf das metastasenfreie Uberleben auf, wahrend

fur den Karnofsky-Index ein Trend blieb.
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Ein besseres Gesamtiberleben war in der univariaten Analyse des Gesamtkollektivs
signifikant assoziiert mit einem Karnofsky-Index >70, niedriger T-Kategorie, niedriger N-
Kategorie, AJCC-Stadium I-ll, erfolgter Operation, keiner oder einer partiellen
respiratorischen Insuffizienz vor der Strahlentherapie und Hamoglobinwerten wahrend der
Strahlentherapie von 212 g/dl.

In den Subgruppenanalysen wies das Fehlen einer Epo-Expression der Tumorzellen
signifikant positive Auswirkungen auf das Gesamtiberleben auf. Ein besseres
Gesamtuberleben wiesen zudem Patienten auf, deren Tumore weder Epo noch Epo-R
exprimierten. Eine Expression von VEGF und FLT1 zeigte keine signifikante Assoziation
zum Gesamtuberleben der Patienten.

In den multivariaten Analysen blieben die T-Kategorie, die N-Kategorie, die Operation, die
respiratorische Insuffizienz und die Epo-Expression der Tumorzellen signifikant, wahrend
fur den Karnofsky-Index ein Trend blieb und die Hamoglobinwerte wahrend der

Strahlentherapie nicht signifikant waren.

Im Folgenden sind zunachst die Ergebnisse aus den univariaten Analysen des
Gesamtkollektivs zu den prognostischen Auswirkungen der untersuchten 14 Faktoren auf
die lokoregionale Tumorkontrolle, das metastasenfreie Uberleben und das
Gesamtuberleben orientiert an den jeweiligen Faktoren dargestellt. AnschlieRend folgt
eine Zusammenstellung der Ergebnisse aus den Multivarianzanalysen.

Nach der Darstellung der Ergebnisse aus den Analysen des Gesamtkollektivs finden sich
die Ergebnisse aus den univariaten und multivariaten Analysen der zwei Subgruppen mit

Schwerpunkt auf den jeweils zwei immunhistochemischen Faktoren.

3.2 Univariate Analysen des Gesamtkollektivs

Die Nachbeobachtung der Patienten erfolgte im Median fir 17 Monate (12-64 Monate) bei
den uUberlebenden Patienten bzw. bis zum Versterben der Patienten.

Ein Lokalrezidiv war bei 76 der 181 Patienten (42%) zu verzeichnen. Eine lokoregionale
Tumorkontrolle bestand nach einem Jahr bei 60% und nach zwei Jahren bei 48% der
Patienten.

Fernmetastasen wurden bei 94 der 181 Patienten (52%) beobachtet. Die mediane Zeit bis
zum Auftreten von Fernmetastasen betrug 12 Monate. 49% der Patienten waren nach
einem Jahr und 38% nach zwei Jahren noch metastasenfrei.

Die mediane Uberlebenszeit der 181 Patienten lag bei 12 Monaten. Die Uberlebensraten

betrugen nach einem Jahr 49% und nach zwei Jahren 33%.
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3.2.1 Alter und Geschlecht

Das Alter zeigte auf keinen der drei Endpunkte einen signifikanten Einfluss, weder auf die
lokoregionale Tumorkontrolle noch auf das metastasenfreie Uberleben oder das

Gesamtuberleben (Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 7-9).

Tab. 6: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss des Alters.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) 4]
Lokoregionale Tumorkontrolle
< 65 Jahre 64 46 0,52
> 65 Jahre 55 49
Metastasenfreies Uberleben
< 65 Jahre 51 36 0,74
> 65 Jahre 47 39
Gesamtiiberleben
< 65 Jahre 53 32 0,63
> 65 Jahre 44 35

Hinsichtlich der lokoregionalen Tumorkontrolle, des metastasenfreien Uberlebens und des
Gesamtiuberlebens waren in den univariaten Analysen keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Geschlechtern zu erkennen (Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 10-12).

Tab. 7: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss des Geschlechts.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) ¢]

Lokoregionale Tumorkontrolle

Weiblich 66 43 0,63

Mannlich 58 49
Metastasenfreies Uberleben

Weiblich 40 40 0,47

Mannlich 52 38
Gesamtiiberleben

Weiblich 41 22 0,16

Mannlich 51 36
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Abb. 7: Einfluss des Alters auf die lokoregionale Tumorkontrolle.
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Abb. 8: Einfluss des Alters auf das metastasenfreie Uberleben.
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Abb. 9: Einfluss des Alters auf das Gesamtlberleben.
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Abb. 10: Einfluss des Geschlechts auf die lokoregionale Tumorkontrolle.
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Abb. 11: Einfluss des Geschlechts auf das metastasenfreie Uberleben.
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Abb. 12: Einfluss des Geschlechts auf das Gesamtliberleben.

-33-

— weiblich
— mannlich

— weiblich
— mannlich

— weiblich
— mannlich



3.2.2 Karnofsky-Index und AJCC-Stadium

In den univariaten Analysen hatte ein niedrigerer Karnofsky-Index auf alle drei Endpunkte

signifikante negative Auswirkungen (Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 13-15).

Tab. 8: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss des Karnofsky-Indexes.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) p
Lokoregionale Tumorkontrolle
Karnofsky-Index < 70 46 43 0,029
Karnofsky-Index > 70 68 51
Metastasenfreies Uberleben
Karnofsky-Index < 70 38 24 0,019
Karnofsky-Index > 70 56 45
Gesamtiiberleben
Karnofsky-Index < 70 30 21 <0,001
Karnofsky-Index > 70 61 42

Bei Vorliegen eines héheren AJCC-Stadiums zeigte sich eine schlechtere lokoregionale
Tumorkontrolle, ein kirzeres metastasenfreies Uberleben und ein kiirzeres
Gesamtuberleben (Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 16-18).

Tab. 9: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss des AJCC-Stadiums.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) ¢]
Lokoregionale Tumorkontrolle
AJCC- I-lI 85 70 0,012
AJCC- 1lI 55 43
Metastasenfreies Uberleben
AJCC- I-II 81 71 0,001
AJCC- 1lI 44 30
Gesamtiiberleben
AJCC- I-lI 68 58 0,013
AJCC- 1lI 45 28
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Abb. 13: Einfluss des Karnofsky-Indexes auf die lokoregionale Tumorkontrolle.
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Abb. 14: Einfluss des Karnofsky-Indexes auf das metastasenfreie Uberleben.
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Abb. 15: Einfluss des Karnofsky-Indexes auf das Gesamtuberleben.
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Abb. 16: Einfluss des AJCC-Stadiums auf die lokoregionale Tumorkontrolle.
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Abb. 17: Einfluss des AJCC-Stadiums auf das metastasenfreie Uberleben.
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Abb. 18: Einfluss des AJCC-Stadiums auf das Gesamtiiberleben.
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3.2.3 T- und N-Kategorie

Eine hoéhere T-Kategorie war in den univariaten Analysen mit einer signifikant
schlechteren lokoregionalen Tumorkontrolle, einem schlechteren metastasenfreien
Uberleben und einem schlechteren Gesamtiiberleben assoziiert (Kaplan-Meier-Kurven:
Abb. 19-21).

Tab. 10: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss der T-Kategorie.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) p
Lokoregionale Tumorkontrolle
T1-2 74 67 <0,001
T3 70 47
T4 42 31
Metastasenfreies Uberleben
T1-2 63 55 <0,001
T3 57 48
T4 35 17
Gesamtiiberleben
T1-2 56 47 0,002
T3 54 38
T4 39 19

Auch eine hohere N-Kategorie zeigte hinsichtlich aller drei Endpunkte signifikante

negative Auswirkungen (Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 22-24).

Tab. 11: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss der N-Kategorie.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) o]
Lokoregionale Tumorkontrolle
N 0-1 71 59 0,037
N 2-3 55 43
Metastasenfreies Uberleben
N 0-1 75 64 <0,001
N 2-3 40 27
Gesamtiiberleben
N 0-1 67 54 0,001
N 2-3 40 25
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Abb. 19: Einfluss der T-Kategorie auf die lokoregionale Tumorkontrolle.
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Abb. 20: Einfluss der T-Kategorie auf das metastasenfreie Uberleben.

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

p = 0,002

| T | L B
10 20 30 40 50 60

Uberlebenszeit (Monate)

Abb. 21: Einfluss der T-Kategorie auf das Gesamtiiberleben.
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Abb. 22: Einfluss der N-Kategorie auf die lokoregionale Tumorkontrolle.
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Abb. 23: Einfluss der N-Kategorie auf das metastasenfreie Uberleben.
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Abb. 24: Einfluss der N-Kategorie auf das Gesamtuberleben.
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3.2.4 Histologie und histologisches Grading
Die verschiedenen histologischen Typen wiesen keine signifikanten Unterschiede in der
lokoregionalen  Tumorkontrolle, dem metastasenfreien Uberleben oder dem

Gesamtuberleben auf (Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 25-27).

Tab. 12: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss der Histologie.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) p

Lokoregionale Tumorkontrolle

Plattenepithelkarzinom 63 51 0,10

Adenokarzinom 59 53

Grol3zelliges Karzinom 49 Unbekannt
Metastasenfreies Uberleben

Plattenepithelkarzinom 57 49 0,13

Adenokarzinom 43 29

Grol3zelliges Karzinom 37 Unbekannt
Gesamtiiberleben

Plattenepithelkarzinom 56 35 0,23

Adenokarzinom 40 34

Grolizelliges Karzinom 38 Unbekannt

In den univariaten Analysen zeigte das histologische Grading auf keinen der Endpunkte

signifikante Auswirkungen (Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 28-30).

Tab. 13: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss des histologischen Gradings.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) p
Lokoregionale Tumorkontrolle
G1-2 62 51 0,97
G3 60 48
Metastasenfreies Uberleben
G1-2 56 36 0,39
G3 48 41
Gesamtiiberleben
G1-2 59 34 0,29
G3 44 33
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Abb. 25: Einfluss der Histologie auf die lokoregionale Tumorkontrolle.
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Abb. 26: Einfluss der Histologie auf das metastasenfreie Uberleben.
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Abb. 27: Einfluss der Histologie auf das Gesamtiiberleben.
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Abb. 28: Einfluss des histologischen Gradings auf die lokoregionale Tumorkontrolle.
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Abb. 29: Einfluss des histologischen Gradings auf das metastasenfreie Uberleben.
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Abb. 30: Einfluss des histologischen Gradings auf das Gesamtiberleben.
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3.2.5 Operation und Chemotherapie

Die lokoregionale Tumorkontrolle und das Gesamtlberleben war bei den operierten
Patienten signifikant besser (Kaplan-Meier-Kurve: Abb. 31, 33). Hinsichtlich des
metastasenfreien Uberlebens zeigte sich bei erfolgter Operation ein positiver Trend (Abb.
32).

Tab. 14: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss der Operation.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) 0]
Lokoregionale Tumorkontrolle
Operation 77 71 <0,001
Keine Operation 52 36
Metastasenfreies Uberleben
Operation 56 44 0,06
Keine Operation 47 34
Gesamtiiberleben
Operation 69 59 <0,001
Keine Operation 40 23

In den univariaten Analysen hatte eine zusatzlich zur Strahlentherapie applizierte
Chemotherapie keinen signifikanten Einfluss auf die lokoregionale Tumorkontrolle, das
metastasenfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben (Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 34-
36).

Tab. 15: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss der Chemotherapie.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) p

Lokoregionale Tumorkontrolle

Chemotherapie 68 48 0,27

Keine Chemotherapie 54 46
Metastasenfreies Uberleben

Chemotherapie 52 38 0,97

Keine Chemotherapie 48 37
Gesamtiiberleben

Chemotherapie 51 32 0,86

Keine Chemotherapie 46 34
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Abb. 31: Einfluss der Operation auf die lokoregionale Tumorkontrolle.
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Abb. 32: Einfluss der Operation auf das metastasenfreie Uberleben.
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Abb. 33: Einfluss der Operation auf das Gesamtuberleben.
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Abb. 34: Einfluss der Chemotherapie auf die lokoregionale Tumorkontrolle.
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Abb. 35: Einfluss der Chemotherapie auf das metastasenfreie Uberleben.
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Abb. 36: Einfluss der Chemotherapie auf das Gesamtiiberleben.
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3.2.6 Rauchverhalten wahrend der Strahlentherapie und Pack Years

Patienten, die wahrend der Strahlentherapie rauchten, wiesen in der univariaten Analyse
eine schlechtere lokoregionale Tumorkontrolle auf (Abb. 37). Auf das metastasenfreie
Uberleben und das Gesamtiiberleben zeigten sich keine signifikanten Auswirkungen
(Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 38-39).

Tab. 16: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss des Rauchverhaltens wahrend der
Strahlentherapie.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) p
Lokoregionale Tumorkontrolle
Rauchen 46 34 <0,001
Kein Rauchen 71 59
Metastasenfreies Uberleben
Rauchen 48 36 0,38
Kein Rauchen 54 46
Gesamtiiberleben
Rauchen 45 25 0,20
Kein Rauchen 51 39

Die Anzahl der Pack Years hatte auf keinen der drei Endpunkte einen signifikanten
Einfluss, weder auf die lokoregionale Tumorkontrolle noch auf das metastasenfreie

Uberleben oder das Gesamtiiberleben (Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 40-42).

Tab. 17: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss der Pack Years.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) 0]
Lokoregionale Tumorkontrolle
< 50 Pack Years 58 45 0,73
> 50 Pack Years 55 40
Metastasenfreies Uberleben
< 50 Pack Years 54 40 0,98
> 50 Pack Years 48 37
Gesamtiiberleben
< 50 Pack Years 50 35 0,46
> 50 Pack Years 44 27
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Abb. 37: Einfluss des Rauchverhaltens wahrend der Strahlentherapie auf die lokoregionale

Tumorkontrolle.
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Abb. 39: Einfluss des Rauchverhaltens wahrend der Strahlentherapie auf das Gesamtiiberleben.
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Abb. 40: Einfluss der Pack Years auf die lokoregionale Tumorkontrolle.
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Abb. 41: Einfluss der Pack Years auf das metastasenfreie Uberleben.
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Abb. 42: Einfluss der Pack Years auf das Gesamtiiberleben.
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3.2.7 Hamoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie und
respiratorische Insuffizienz vor der Strahlentherapie

In den univariaten Analysen hatten Hamoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie
212 g/dl einen signifikanten positiven Einfluss auf die lokoregionale Tumorkontrolle und
das Gesamtiberleben (Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 43, 45). Hinsichtlich des

metastasenfreien Uberlebens war ein Trend erkennbar (Abb. 44).

Tab. 18: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss der Hamoglobinwerte wahrend der
Strahlentherapie.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) p
Lokoregionale Tumorkontrolle
Hb <12 g/dI 52 41 0,013
Hb =12 g/dl 71 58
Metastasenfreies Uberleben
Hb < 12 g/dI 42 34 0,08
Hb = 12 g/dl 61 44
Gesamtiiberleben
Hb <12 g/dI 36 29 0,004
Hb = 12 g/dl 66 41

Das Vorliegen einer respiratorischen Globalinsuffizienz vor der Strahlentherapie war mit
einer signifikant schlechteren lokoregionalen Tumorkontrolle und einem kirzeren
Gesamtuberleben assoziiert (Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 46, 48). Auf das metastasenfreie

Uberleben bestanden keine signifikanten Auswirkungen (Abb. 47).

Tab. 19: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss der respiratorischen Insuffizienz vor
der Strahlentherapie.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) p

Lokoregionale Tumorkontrolle

Keine Insuffizienz 57 52 0,014

Partialinsuffizienz 64 50

Globalinsuffizienz 31 0
Metastasenfreies Uberleben

Keine Insuffizienz 65 54 0,10

Partialinsuffizienz 48 33

Globalinsuffizienz 31 Unbekannt
Gesamtiiberleben

Keine Insuffizienz 57 40 <0,001

Partialinsuffizienz 50 36

Globalinsuffizienz 12 0
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3.3 Multivarianzanalysen des Gesamtkollektivs

Im Folgenden sind die Ergebnisse der multivariaten Analysen zur lokoregionalen
Tumorkontrolle, zum metastasenfreien Uberleben und zum Gesamtiiberleben tabellarisch
zusammengefasst. Eingeschlossen wurden jeweils die in den univariaten Analysen
signifikanten Faktoren.

Das AJCC-Stadium wurde, obwohl in den univariaten Analysen signifikant, nicht in die
Multivarianzanalysen mit aufgenommen, da ein direkter Zusammenhang mit der T-

Kategorie und der N-Kategorie besteht.

Die T-Kategorie hatte in den multivariaten Analysen auf alle drei Endpunkte signifikante
Auswirkungen. Fur die N-Kategorie wurde sowohl hinsichtlich des metastasenfreien
Uberlebens als auch des Gesamtiiberlebens ein signifikanter Einfluss nachgewiesen. Fir
das Gesamtuberleben waren zudem eine Operation und die respiratorische Insuffizienz
vor der Strahlentherapie von signifikanter Bedeutung. Das Rauchen wahrend der
Strahlentherapie war mit einer signifikant schlechteren lokoregionalen Tumorkontrolle

assoziiert.

Tab. 20: Multivarianzanalyse fir die lokoregionale Tumorkontrolle.
AJCC-Stadium wurde nicht eingeschlossen (s. Text). (RT: Strahlentherapie)

Relatives Risiko 95%-Konfidenz- p
intervall

Karnofsky-Index 0.72 0.44-1.18 0.19
(<70 versus >70)
T-Kategorie 1.59 1.17-2.21 0.003
(T1-2 versus T3 versus T4)
N-Kategorie 1.24 0.93-1.69 0.15
(NO-1 versus N2 versus N3)
Operation 0.63 0.31-1.21 0.17
(nein versus ja)
Rauchen wéahrend der RT 1.74 1.06-2.89 0.029
(nein versus ja)
Hamoglobin Werte wahrend der RT 0.77 0.45-1.28 0.31
(<12 g/dl versus 212 g/dI)
Respiratorische Insuffizienz 1.27 0.78-2.09 0.34
vor RT
(keine versus partial versus global)
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Tab 21: Multivarianzanalyse fiir das metastasenfreie Uberleben.
AJCC-Stadium wurde nicht eingeschlossen (s. Text).

Relatives Risiko 95%-Konfidenz- p
intervall

Karnofsky-Index 0.67 0.44-1.01 0.07
(<70 versus >70)
T-Kategorie 1.59 1.24-2.06 <0.001
(T1-2 versus T3 versus T4)
N-Kategorie 1.60 1.23-2.13 <0.001
(NO-1 versus N2 versus N3)

Tab 22: Multivarianzanalyse fur das Gesamtiiberleben.
AJCC-Stadium wurde nicht eingeschlossen (s. Text). (RT: Strahlentherapie)

Relatives Risiko 95%-Konfidenz- p
intervall

Karnofsky-Index 0.69 0.47-1.01 0.056
(<70 versus >70)
T-Kategorie 1.43 1.12-1.83 0.004
(T1-2 versus T3 versus T4)
N-Kategorie 1.26 1.01-1.62 0.040
(NO-1 versus N2 versus N3)
Operation 0.51 0.29-0.86 0.010
(nein versus ja)
Hamoglobin Werte wahrend RT 0.74 0.48-1.11 0.15
(<12 g/dl versus 212 g/dlI)
Respiratorische Insuffizienz 1.56 1.06-2.31 0.023
vor RT
(keine versus partial versus global)
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3.4 Subgruppenanalysen

In den beiden Subgruppenanalysen lag der Schwerpunkt vor allem auf der
prognostischen Bedeutung der Expression von Epo und Epo-R bzw. der Expression von
VEGF und dessen Rezeptor FLT1. Analysiert wurden die Patienten des Gesamtkollektivs,
deren Gewebeproben verfligbar waren und erfolgreich immunhistochemisch gefarbt
werden konnten.

In der ersten Subgruppenanalyse wurden die prognostischen Auswirkungen einer Epo-
und Epo-R-Expression der Tumorzellen anhand der Daten von 62 Patienten analysiert. In
der zweiten Subgruppenanalyse standen zur Analyse des Einflusses einer VEGF- und
FLT1-Expression die Daten von 61 Patienten zur Verfigung. In beiden
Subgruppenanalysen wurden zusatzlich zu den immunhistochemischen Faktoren die 14

bereits fur das Gesamtkollektiv untersuchten Prognosefaktoren mit eingeschlossen.

3.4.1 Subgruppenanalyse 1

3.4.1.1 Erythropoetin- und Erythropoetin-Rezeptor-Expression der Tumorzellen

Eine Erythropoetin (Epo)-Expression der Tumorzellen war in den univariaten Analysen
signifikant mit schlechteren Ergebnissen hinsichtlich der lokoregionalen Tumorkontrolle
und des Gesamtuberlebens assoziiert (Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 49, 51). Auch in den
multivariaten Analysen blieben die signifikanten Auswirkungen auf die lokoregionale
Tumorkontrolle (RR:5,99; 95%-Kl:1,54-40,29; p=0,007) und das Gesamtuberleben
(RR:5,92; 95%-KI:1,84-26,84; p=0,002) bestehen. Fiir das metastasenfreie Uberleben war

in der univariaten Analyse ein Trend erkennbar (Abb. 50).

Tab. 23: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss der Epo-Expression.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) p
Lokoregionale Tumorkontrolle
Keine Epo-Expression 93 86 0,001
Epo-Expression 60 35
Metastasenfreies Uberleben
Keine Epo-Expression 63 63 0,073
Epo-Expression 58 23
Gesamtiiberleben
Keine Epo-Expression 81 81 0,001
Epo-Expression 62 31
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Fir die Erythropoetin-Rezeptor (Epo-R)-Expression der Tumorzellen zeigte sich ein nicht
signifikanter negativer Einfluss auf die lokoregionale Tumorkontrolle und das
Gesamtuberleben (Kalpan-Meier-Kurve: Abb. 52, 54). Hinsichtlich des metastasenfreien
Uberlebens waren die Auswirkungen einer Epo-R-Expression sowohl in der univariaten
(Abb. 53) als auch in der multivariaten Analyse signifikant (RR:2,54; 95%-Kl:1,15-6,44;
p=0,021).

Tab. 24: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss der Epo-R-Expression.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) o]
Lokoregionale Tumorkontrolle
Keine Epo-R-Expression 79 71 0,10
Epo-R Expression 66 41
Metastasenfreies Uberleben
Keine Epo-R-Expression 70 62 0,027
Epo-R-Expression 50 27
Gesamtiiberleben
Keine Epo-R-Expression 67 67 0,16
Epo-R-Expression 64 35

Eine Untergruppenanalyse verglich die Prognose der Patienten, deren Tumore eine Epo-
und Epo-R-Koexpression aufwiesen, mit der Prognose der Patienten, deren Tumore
weder Epo noch Epo-R exprimierten. Hierbei zeigten die Patienten, in deren Tumoren
eine Epo- und Epo-R-Koexpression nachgewiesen wurde, fur alle drei Endpunkte

signifikant schlechtere Ergebnisse (Kalpan-Meier-Kurven: Abb. 55-57).

Tab. 25: Ergebnisse der Untergruppenanalyse zum Einfluss der Epo- und Epo-R-Koexpression.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) o]

Lokoregionale Tumorkontrolle

Keine Expression von Epo u. Epo-R 89 89 0,010

Koexpression von Epo u. Epo-R 61 32
Metastasenfreies Uberleben

Keine Expression von Epo u. Epo-R 78 78 0,016

Koexpression von Epo u. Epo-R 56 20
Gesamtiiberleben

Keine Expression von Epo u. Epo-R 89 89 0,003

Koexpression von Epo u. Epo-R 67 27
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Abb. 51: Einfluss der Epo-Expression auf das Gesamtiiberleben.
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Abb. 53: Einfluss der Epo-R-Expression auf das metastasenfreie Uberleben.
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Abb. 54: Einfluss der Epo-R-Expression auf das Gesamtuberleben.
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Abb. 56: Einfluss der Epo- und Epo-R-Koexpression auf das metastasenfreie Uberleben.

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

0.1
0.0

0.2 -

p = 0,003

1 T T T 1
10 20 30 40 50 60

Uberlebenszeit (Monate)

— keine Expression
von Epo und Epo-R

— Koexpression von
Epo und Epo-R

Abb. 57: Einfluss der Epo- und Epo-R-Koexpression auf das Gesamtiiberleben
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3.4.1.2 Weitere Ergebnisse der ersten Subgruppenanalyse

Ein Lokalrezidiv war bei 27 der 62 Patienten (44%) zu verzeichnen. Bei 70% der
Patienten bestand nach 1 Jahr und bei 51% nach 2 Jahren eine lokoregionale
Tumorkontrolle. In der univariaten Analyse war eine bessere lokoregionale Tumorkontrolle
signifikant assoziiert mit niedrigem AJCC-Stadium (p<0,048), erfolgter Operation
(p<0,043) und keinem Rauchen wahrend der Strahlentherapie (p=0,024). Ein Trend war
fur einen Karnofsky-Index >70 (p=0,08) und eine niedrige N-Kategorie (p=0,07)
nachzuweisen.

In der multivariaten Analyse zur lokoregionalen Tumorkontrolle blieb das AJCC-Stadium
(RR:4,61; 95%-KI:1,30-29,55; p=0,015) signifikant, wahrend der Raucherstatus wahrend
der Strahlentherapie (RR:2,29; 95%-KI.0,93-5,69; p=0,07) einen Trend erkennen liel3 und
die Operation (RR:1,06; 95%-KI:0,42-2,63; p=0,90) nicht signifikant war.

Bei 32 der 62 Patienten traten im Verlauf Metastasen auf. Nach 1 Jahr waren 58% und
nach 2 Jahren noch 41% der Patienten metastasenfrei. Die Hamoglobinwerte wahrend
der Strahlentherapie hatten sowohl in der univariaten (p=0,059) als auch in der
multivariaten Analyse (RR:2,07; 95%-KI:0,99-4,73; p=0,054) fast signifikante Einflisse auf

das metastasenfreie Uberleben.

Das mediane Gesamtuberleben der 62 Patienten lag bei 22,5 Monaten. Nach einem Jahr
betrug die Uberlebensrate 67% und nach 2 Jahren noch 48%. In der univariaten Analyse
hatten eine niedrige N-Kategorie (p=0,009), eine Operation (p=0,039) und
Hamoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie von 212 g/dl (p=0,016) signifikante
positive Auswirkungen auf das Gesamtuberleben.

In der multivariaten Analyse zum Gesamtiberleben zeigte sich die N-Kategorie signifikant
(RR:1,58; 95%-KI:1,01-2,74; p=0,045), wahrend die Hamoglobinwerte wahrend der
Therapie (RR:2,23; 95%-KI.0,95-5,95; p=0,07) einen Trend aufwiesen und die Operation
(RR:1,08; 95%-KI:0,51-2,44; p=0,82) nicht signifikant war.
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3.4.2 Subgruppenanalyse 2

3.4.2.1 VEGF- und FLT1-Expression der Tumorzellen

Die VEGF-Expression der Tumorzellen hatte in den univariaten Analysen keinerlei
signifikanten Einfluss auf die Prognose der Patienten, weder auf die lokoregionale
Tumorkontrolle noch auf das metastasenfreie Uberleben oder das Gesamtiiberleben
(Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 58-60).

Tab. 26: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss der VEGF-Expression.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) p

Lokoregionale Tumorkontrolle

Keine VEGF-Expression 63 39 0,26

VEGF-Expression 78 67
Metastasenfreies Uberleben

Keine VEGF-Expression 58 37 0,80

VEGF-Expression 57 42
Gesamtiiberleben

Keine VEGF-Expression 74 48 0,59

VEGF-Expression 65 55

Auch fir die FLT1-Expression konnten auf keinen der drei Endpunkte signifikante

Auswirkungen nachgewiesen werden (Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 61-63).

Tab. 27: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss der FLT1-Expression.

Nach 1 Jahr (%) Nach 2 Jahren (%) p

Lokoregionale Tumorkontrolle

Keine FLT1-Expression 70 56 0,70

FLT1-Expression 77 57
Metastasenfreies Uberleben

Keine FLT1-Expression 61 48 0,61

FLT1-Expression 56 36
Gesamtiiberleben

Keine FLT1-Expression 72 45 0,85

FLT1-Expression 68 58
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Eine Untergruppenanalyse verglich das Outcome der Patienten mit einer VEGF- und
FLT1-Koexpression mit dem Outcome der Patienten, deren Tumore weder eine
Expression von VEGF noch von FLT1 aufwiesen. Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der lokoregionalen Tumorkontrolle, des metastasenfreien

Uberlebens oder des Gesamtiiberlebens (Kaplan-Meier-Kurven: Abb. 64-66)

Tab. 28: Ergebnisse der univariaten Analysen zum Einfluss der VEGF- und FLT1-Koexpression.

Nach 1 Jahr (%) | Nach 2 Jahren (%) p

Lokoregionale Tumorkontrolle

Keine Expression von VEGF und FLT1 55 34 0,21

Koexpression von VEGF und FLT1 79 64
Metastasenfreies Uberleben

Keine Expression von VEGF und FLT1 55 41 0,92

Koexpression von VEGF und FLT1 53 38
Gesamtiiberleben

Keine Expression von VEGF und FLT1 64 32 0,90

Koexpression von VEGF und FLT1 60 55
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Abb. 58: Einfluss der VEGF-Expression auf die lokoregionale Tumorkontrolle.
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Abb. 59: Einfluss der VEGF-Expression auf das metastasenfreie Uberleben.
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Abb. 60: Einfluss der VEGF-Expression auf das Gesamtiberleben.
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Abb. 61: Einfluss der FLT1-Expression auf die lokoregionale Tumorkontrolle.
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Abb. 62: Einfluss der FLT1-Expression auf das metastasenfreie Uberleben.
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Abb. 63: Einfluss der FLT1-Expression auf das Gesamtiberleben.
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Abb. 64: Einfluss der VEGF- und FLT1-Koexpression auf die lokoregionale Tumorkontrolle.
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Abb. 65: Einfluss der VEGF- und FLT1-Koexpression auf das metastasenfreie Uberleben.
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Abb. 66: Einfluss der VEGF- und FLT1-Koexpression auf das Gesamtuberleben.
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3.4.2.2 Weitere Ergebnisse der zweiten Subgruppenanalyse

Zu einem Lokalrezidiv kam es bei 26 der 61 Patienten im Median nach 9 Monaten. Eine
lokoregionale Tumorkontrolle bestand nach einem Jahr bei 73% und nach zwei Jahren bei
56% der Patienten. In der univariaten Analyse war eine bessere lokoregionale
Tumorkontrolle signifikant assoziiert mit niedrigerer T-Kategorie (p=0,046), niedrigerer N-
Kategorie (p=0,047), niedrigerem AJCC-Stadium (p=0,025) und keinem Rauchen
wahrend der Strahlentherapie (p=0,012). Fir eine Operation vor der Strahlentherapie
zeigte sich ein Trend (p=0,06).

Die N-Kategorie (RR:2,59; 95%-KI:1,05-7,31; p=0,037) blieb in der multivariaten Analyse
signifikant, wahrend das Rauchverhalten wahrend der Strahlentherapie (RR:2,29; 95%-
KlI.0,99-5,30; p=0,052) fast signifikant war. Die T-Kategorie (RR:1,25; 95%-KI.0,81-1,92;
p=0,31) und die Operation (RR:1,35; 95%-KI:0,56-3,33; p=0,50) erreichten keine
Signifikanz.

Bei 33 der 61 Patienten traten Fernmetastasen auf (im Median nach 8 Monaten).
Metastasenfrei waren nach einem Jahr 57% und nach zwei Jahren 39% der Patienten.

Ein langeres metastasenfreies Uberleben war in der univariaten Analyse signifikant
assoziiert mit niedrigerer T-Kategorie (p=0,034) und niedrigerer N-Kategorie (p=0,027).
Fir Hamoglobinwerte 212 g/dl wahrend der Strahlentherapie bestand ein fast signifikanter
Einfluss (p=0,053), wahrend sich flr die Histologie (p=0,08) ein Trend zeigte.

In der multivariaten Analyse blieb die N-Kategorie (RR:1,49; 95%-KI:1,02-2,30; p=0,040)
signifikant, wahrend fir die T-Kategorie (RR:1,38; 95%-KI.0,97-1,95; p=0,07) ein Trend
blieb. Die Hamoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie (RR:1,70; 95%-KI:0,79-4,00;

p=0,18) waren nicht signifikant.

Das Gesamtiiberleben lag im Median bei 22,5 Monaten. Die Uberlebensraten betrugen
nach einem Jahr 68% und nach 2 Jahren 51%. In der univariaten Analyse war ein
besseres Gesamtiberleben signifikant mit niedrigerer T-Kategorie (p=0,028), niedrigerer
N-Kategorie (p=0,003), keinem Rauchen wahrend der Strahlentherapie (p=0,047) und
Hamoglobinwerten =12 g/dl wahrend der Strahlentherapie (p=0,019) assoziiert.

In der multivariaten Analyse fir das Gesamtlberleben blieb die N-Kategorie (RR:1,80;
95%-Kl:1,14-3,14; p=0,011) signifikant, wahrend sich fir das Rauchverhalten wahrend der
Strahlentherapie (RR:1,92; 95%-KI:0,90-4,09; p=0,09) ein Trend zeigte. Die T-Kategorie
(RR:1,27; 95%-KI:0,86-1,89; p=0,22) und die Hamoglobinwerte wahrend der
Strahlentherapie (RR:1,90; 95%-KI:0,87; p=0,11) waren in der multivariaten Analyse nicht

signifikant.
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4. Diskussion

4.1 Anamie und die Prognose von Tumorpatienten

Bei Tumorpatienten liegt haufig eine Anamie vor, insbesondere bei Patienten mit einem
Bronchialkarzinom. Eine retrospektive Analyse zeigte, dass 41% aller Patienten bereits
vor Beginn der Strahlentherapie Hamoglobinwerte <12 g/dl aufwiesen. Im Verlauf der
Behandlung stieg der Anteil auf 54% an [49]. Patienten, die zusatzlich eine
Chemotherapie erhielten, entwickelten besonders haufig eine Anamie.

Eine Anamie bei Tumorpatienten ist nicht nur mit einer Einschrankung der Lebensqualitat
verbunden, sondern kann auch negative Auswirkungen auf das Therapieansprechen und

die Prognose der Patienten haben.

Fir das NSCLC sind bisher in einigen Studien die prognostischen Einflisse der
pratherapeutischen Hamoglobinwerte auf das Outcome strahlentherapeutisch behandelter
Patienten untersucht worden [74, 83, 94, 100, 114, 119, 141, 143, 144].

In den meisten dieser Studien zeigten sich bei Patienten mit héheren Hamoglobinwerten
vor der Strahlentherapie bessere Uberlebensraten [74, 100, 119, 141, 143, 144], ein
besseres Therapieansprechen [94] und weniger Lokalrezidive [74]. Werner-Wasik et al.
untersuchten ein Kollektiv von 1999 Patienten mit einem NSCLC in den Stadien II-IIIB.
Die Patienten, deren Hamoglobinwerte vor der Strahlentherapie im Normbereich lagen,
zeigten signifikant langere mediane Uberlebenszeiten als die Patienten mit einer
pratherapeutischen Anamie (9,5 Monate versus 7,8 Monate, p=0,002) [141]. Eine Studie
von Langendijk et al. umfasste 526 strahlentherapeutisch behandelte Patienten mit einem
NSCLC in den Stadien I-llIB [74]. Bei Vorliegen von pratherapeutisch hdheren
Hamoglobinwerten wurden sowohl ein langeres Gesamtiiberleben als auch eine bessere
lokoregionale Tumorkontrolle erzielt. Diese Ergebnisse blieben auch in den multivariaten
Analysen signifikant (relatives Risiko (RR):1,2; 95%-Konfidenzintervall (95%-KIl):1,1-1,4;
p=0,02 bzw. RR:1,1; 95%-KI:1,0-1,2; p=0,008). Auf die Zeit bis zum Auftreten von
Fernmetastasen waren analog zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit keine
signifikanten Auswirkungen der Hamoglobinwerte nachzuweisen.

Lediglich in zwei Studien mit Patienten mit einem NSCLC waren keine prognostischen
Auswirkungen des pratherapeutischen Hamoglobinwerts zu verzeichnen [83, 114].
MacRae et al. konnten jedoch bei Vorliegen eines starkeren prozentualen Abfalls des
Hamoglobinlevels wahrend der Strahlentherapie schlechtere  Uberlebensraten

nachweisen [83].
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Wichtiger noch als die Hamoglobinwerte vor der Therapie, v.a. auch hinsichtlich der
Wirksamkeit der Strahlentherapie, konnten noch die Hamoglobinwerte wahrend der
Therapie sein, da die Hamoglobinwerte wahrend der Behandlung ein besserer Indikator
fir die Tumoroxygenierung unter der Strahlentherapie sind als die Hamoglobinwerte vor
der Therapie. In der vorliegenden Studie wurden erstmals die prognostischen
Auswirkungen der Hamoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie fir Patienten mit
einem NSCLC retrospektiv untersucht. Es zeigte sich, dass niedrigere Hamoglobinwerte
in den univariaten Analysen signifikant mit einem kirzeren Gesamtiberleben und mit
einer schlechteren lokoregionalen Tumorkontrolle assoziiert waren. Auf das
metastasenfreie Uberleben waren keine signifikanten Auswirkungen nachzuweisen.

Fir andere Tumorentitadten einschliellich des Endometriumkarzinoms [89], des
Zervixkarzinoms [34, 46, 80, 88, 93] und des Osophaguskarzinoms [103] wurde der
prognostische Einfluss der Hamoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie bereits
beschrieben. Mundstedt et al. zeigten in einer retrospektiven Studie an 996 Patienten mit
einem Endometriumkarzinom, dass die Hamoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie
von entscheidender Bedeutung fiir das Gesamtuberleben der Patienten und die lokale
Tumorkontrolle waren [89]. Bei Patienten mit einem Karzinom der Zervix uteri wurden in
einigen Studien sowohl die prognostischen Auswirkungen der Hamoglobinwerte vor als
auch wahrend der Strahlentherapie untersucht [34, 46, 80, 93]. Hierbei zeigte sich, dass
die Hamoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie starker mit der Prognose der
Patienten assoziiert waren als die Hamoglobinwerte vor der Strahlentherapie [34, 46, 93].
Grogan et al. analysierten retrospektiv 605 Patienten mit einem Zervixkarzinom [46]. Es
zeigten sich unterschiedliche 5-Jahre-Uberlebensraten abhangig vom erreichten
wochentlichen Tiefpunkt der Hamoglobinwerte (74% bei Hb 212 g/dl, 52% bei Hb 11-11,9
g/dl und 45% bei Hb <11 g/dl, p<0,0001). Bei Hamoglobinwerten > 13 g/dl wurde keine
zusatzliche Verbesserung des Gesamtiberlebens erzielt.

Statt der Hamoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie untersuchten Studien mit
Patienten mit einem Larynxkarzinom die Auswirkungen der Hamoglobinwerte nach der
Strahlentherapie auf das Therapieansprechen und die Prognose [122, 130, 138].

Hierbei zeigte sich durch die Hamoglobinwerte nach der Strahlentherapie ein starkerer
Einfluss auf die Behandlungsergebnisse als durch die Werte vor der Therapie. Zudem war
ein Abfall der Hamoglobinwerte wahrend der Therapie mit einer schlechteren Prognose
assoziiert [122, 130].

Insgesamt stellt eine Anamie fur verschiedene solide Tumore, so auch flir das
Bronchialkarzinom, einen negativen Prognosefaktor dar. Vor allem die Hdmoglobinwerte

wahrend der Strahlentherapie scheinen entscheidende Auswirkungen auf die
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Behandlungsergebnisse zu haben. Fir die maximale Wirksamkeit der Strahlentherapie ist
eine optimale Tumoroxygenierung wichtig. Bei Vorliegen einer Anamie kann die
Tumoroxygenierung deutlich reduziert sein. Das hieraus resultierende schlechtere
Therapieansprechen der Tumore auf die Strahlentherapie stellt eine Erklarung fur die
schlechtere Prognose der Patienten mit niedrigen Hamoglobinwerten wahrend der
Strahlentherapie dar. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie unterstitzen diese
Hypothese. Bei Patienten mit niedrigeren Hamoglobinwerten wahrend der
Strahlentherapie zeigten sich eine schlechtere lokoregionale Tumorkontrolle und ein
schlechteres Gesamtiiberleben, wahrend das metastasenfreie Uberleben nicht signifikant
beeinflusst wurde. Diese Konstellation spricht fir die Bedeutung der Tumoroxygenierung
wahrend einer Strahlentherapie. Da die Strahlentherapie ein lokoregionales
Behandlungsverfahren ist, flhrt eine bessere Tumoroxygenierung unter der
Strahlentherapie insbesondere zur Verbesserung der lokoregionalen Tumorkontrolle und
weniger zur Verbesserung des metastasenfreien Uberlebens. Eine verbesserte
lokoregionale Tumorkontrolle hat ihrerseits auch positive Effekte auf das
Gesamtuberleben.

Neben der schlechteren Wirksamkeit der Strahlentherapie im Rahmen einer Anamie
scheinen jedoch auch noch andere Faktoren eine Rolle zu spielen. In einigen Studien
zum NSCLC zeigte sich, dass bei primar operativ behandelten Patienten ebenfalls eine
Assoziation zwischen einem praoperativ niedrigen Hamoglobinwert und einer
schlechteren Prognose der Patienten bestand [97, 126, 153]. In der Studie von Yovino et
al. wurden 82 ausschlielich operativ behandelte Patienten mit einem NSCLC der Stadien
I-1I untersucht. Die Patienten mit einem praoperativen Hamoglobinwert <12 g/dl zeigten
ein signifikant schlechteres rezidivfreies Uberleben (26,6 Monate versus 34,9 Monate,
p=0,043) und Gesamtlberleben (27 Monate versus 42,5 Monate, p=0,011) als die
Patienten mit einem Hamoglobinwert 212 g/dl [153]. Auch in den multivariaten Analysen
blieb ein niedriger Hamoglobinwert, wie auch in den Studien von Panagopoulos et al. und
Tomita et al., als ein unabhangiger negativer prognostischer Faktor bestehen [97, 126,
153]. Eine weitere mogliche Erklarung fir das schlechtere Outcome anamischer
Tumorpatienten kénnte sich in einem Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer
Anamie und einem aggressiven Verhalten des Tumors finden. Yovino et al. diskutierten
die Moglichkeit, dass Tumore mit einem biologisch besonders aggressiven Verhalten tber
die vermehrte Freisetzung verschiedener Zytokine haufiger mit einer Anamie assoziiert
sein konnten [153]. Folglich konnte das Vorliegen einer Anamie somit Ausdruck eines
aggressiven Tumors sein. Andererseits konnte die Anamie selbst Gber eine Verstarkung

der Tumorhypoxie zu einem aggressiveren Verhalten des Tumors fihren.
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4.2 Therapie der Anamie bei Tumorpatienten

In Kenntnis der negativen Auswirkungen einer Anamie flr Tumorpatienten stellt sich die
Frage, ob durch Anheben der Hamoglobinwerte die Prognose der Patienten positiv
beeinflusst werden kann.

Eine Option hierbei ist die Gabe von Bluttransfusionen. In der Studie von Grogan et al.
erhielt ein Teil der 605 Patienten mit einem Karzinom der Zervix uteri im Verlauf der
Behandlung Bluttransfusionen. Die Patienten, deren Hamoglobinwerte hierdurch
erfolgreich angehoben werden konnten, zeigten &hnliche Uberlebensraten wie jene
Patienten, die spontan einen héheren Hamoglobinwert aufwiesen. Bei den Patienten mit
niedrigen Hamoglobinwerten wahrend der Therapie zeigte sich hingegen ein signifikant
schlechteres Gesamtiiberleben unabhangig vom initialen Hamoglobinniveau (p<0,0002)
[46]. In einer weiteren retrospektiven Studie von Kapp et al. hatten die Patienten, deren
Hamoglobinwert durch Transfusionen angehoben werden konnte, ebenfalls eine
vergleichbare Prognose wie die Patienten ohne Anamie [67]. Diese Studie demonstriert
jedoch auch, dass durch Transfusionen die Hamoglobinwerte nur schwer konstant auf
héherem Niveau zu halten sind. Bei nur 19% der anamischen Patienten konnte ein
Hamoglobinwert wahrend der Strahlentherapie von >11 g/dl erreicht werden. Zudem
bleiben noch die potenziellen Nebenwirkungen von Bluttransfusionen wie
immunsuppressive Effekte und Transfusionsreaktionen sowie das Infektionsrisiko zu
beachten.

Eine weitere Moglichkeit zur Korrektur der Anamie bietet der Einsatz von rekombinantem
humanem Erythropoetin (rh-Epo) wie z.B. Epoetin alpha, Epoetin beta oder Darbepoetin.
Rh-Epo flihrte bei Tumorpatienten zu einem Anstieg der Hamoglobinkonzentration und
reduzierte den Bedarf an Bluttransfusionen [18, 107]. Auch Patienten mit einem NSCLC
zeigten hamatologisch ein gutes Ansprechen auf rh-Epo [26, 31, 71, 132, 147]. Aulierdem
konnte in einigen Studien eine Verbesserung der Lebensqualitdt nachgewiesen werden
[18, 107]. Neben diesen positiven Auswirkungen sind zunehmend jedoch auch die
potentiellen Nebenwirkungen wie z.B. das erhdhte Risiko fir thromboembolische
Komplikationen oder eine Stimulation des Tumorzellwachstums im Gesprach [18]. Die
initialen Erwartungen, dass durch den Einsatz von rh-Epo u.a. Uber eine Verbesserung
der Tumoroxygenierung bessere Behandlungsergebnisse erzielt werden kénnten, wurden
bisher nicht eindeutig bestétigt. In einigen Studien mit chemotherapeutisch behandelten
Patienten mit einem NSCLC zeigten sich hinsichtlich der Prognose der Patienten keine
signifikanten Unterschiede zwischen Patienten, die rh-Epo erhielten, und der
Kontrollgruppe [29, 86, 132]. In einer Studie von Wright et al. mit 70 Patienten mit einem

NSCLC hingegen war in der Placebogruppe ein signifikant langeres Uberleben zu
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verzeichnen als flr die mit Epoetin alfa behandelten Patienten (Median 129 Tage versus
63 Tage, HR:1,84, p=0,04) [147]. Ahnlich negative Ergebnisse zeigten sich auch in einer
Studie mit chemotherapeutisch behandelten Patienten mit einem metastasierten
Mammakarzinom (BEST-Studie) und in zwei Studien mit Patienten mit Kopf- und
Halstumoren, die eine Strahlentherapie erhielten (ENHANCE-Studie und DAHANCA 10-
Studie) [51, 76, 96]. Hierin wiesen ebenfalls die Patienten der Placebogruppe eine
bessere lokale Tumorkontrolle und ein langeres krankheitsspezifisches Uberleben auf.
Diese Studien wurden jedoch aufgrund methodischer Probleme vielfach kritisiert. Die
BEST-Studie wies eine Imbalance wichtiger Prognosefaktoren, wie z.B. des
Allgemeinzustandes, zu Gunsten der Placebogruppe auf [76]. Flr die Studie von Wright et
al. kommen noch die geringe Fallzahl und eine ungewohnlich hohe Kurzzeitmortalitat als
Kritikpunkte hinzu [147]. In der ENHANCE-Studie wurden bei den mit Epoetin beta
behandelten Patienten sehr hohe mittlere Hamoglobinkonzentrationen erzielt (nach 4
Wochen 14,8 g/dl und nach 9 Wochen 15,4 g/dl) [51]. In der Kontrollgruppe lagen die
Hamoglobinwerte mit 12,4 g/dl nach 4 Wochen und 12,9 g/dl nach 9 Wochen in einem flr
die Tumoroxygenierung weitaus gunstigeren Bereich. Nach den Daten von Vaupel et al.
liegt der hinsichtlich der Tumoroxygenierung optimale Bereich fur die Hamoglobinwerte
zwischen 12 g/dl und 14 g/dl [135]. Ahnlich wie bei der ENHANCE-Studie wurden auch in
der DAHANCA 10-Studie fur die Hdmoglobinkonzentration sehr hohe Zielwerte von 14-
15,5 g/dl angestrebt [96]. Dies entspricht weder den aktuellen ASCO (American Society of
Clinical Oncology) -Leitlinien noch den EORTC (European Organisation for Research and
Treatment of Cancer)- Leitlinien zum Einsatz von rh-Epo bei Tumorpatienten [19, 106].
Leitliniengemal sollte eine rh-Epo-Gabe ab einem Hb <10 g/dl nach der ASCO-Leitlinie
bzw. nach der EORTC-Leitlinie bei einem Hb von 9-11g/dl und orientiert an der
Symptomatik des  Patienten  begonnen  werden. Angestrebt wird eine
Hamoglobinkonzentration von 12 g/dl bzw. 12-13 g/dl. AufRerdem wird in der ASCO-
Leitlinie gewarnt vor dem Einsatz von rh-Epo bei Tumorpatienten, die keine
Chemotherapie  erhalten, aufgrund des mdglicherweise erhéhten  Risikos
thromboembolischer Komplikationen und der méglichen negativen Auswirkungen auf die
Prognose der Patienten [106]. Eine aktuelle Metaanalyse bestarkt den Verdacht, dass die
Gabe von Epo bei Tumorpatienten die Prognose der Patienten negativ beeinflusst [17].
Insgesamt wurden die Daten von 13933 Patienten aus 53 Studien analysiert. Ein
Bronchialkarzinom lag bei ca. 22% der Patienten vor. Die mit Epoetin alfa, Epoetin beta
oder Darbepoetin alfa behandelten Patienten zeigten im Vergleich zu den Patienten der
Kontrollgruppe ein schlechteres Gesamtiiberleben (combined Hazard Ratio (cHR):1,06;
95%-KI1:1,00-1,12) und eine erhdhte Mortalitdt in der aktiven Studienphase (cHR:1,17;
95%-KI:1,06-1,30). Fur die Patienten, die eine Chemotherapie erhielten, war dieser Effekt
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weniger stark ausgepragt. Es ist nach wie vor nicht eindeutig geklart, welche direkten
Auswirkungen der Einsatz von rh-Epo bei Tumorpatienten auf das biologische Verhalten
und das Therapieansprechen von malignen Tumoren hat. Die funktionelle Bedeutung der
Expression von Epo und Epo-R in malignen Tumoren und deren Auswirkungen auf das

Outcome der Patienten ist derzeit Gegenstand aktueller Studien.

4.3 Erythropoetin- und Erythropoetin—Rezeptor-Expression

der Tumorzellen

Eine Epo- und/oder Epo-R-Expression der Tumorzellen ist flir viele solide Tumore
beschrieben worden [1-3, 7-8, 13, 30, 47, 50, 84, 102, 110, 152]. Die Koexpression von
Epo und Epo-R wurde insbesondere beim NSCLC nachgewiesen [47, 110]. Die Epo- und
Epo-R-Expression zeigten sich in malignem Tumorgewebe im Vergleich zu den
entsprechenden benignen Gewebeformen deutlich gesteigert [2, 3, 75]. Verstarkt
exprimiert wurde Epo zudem im Bereich der Infiltrationzone der Tumore und in
Nekrosenahe [1, 2, 3]. Eine zusatzliche Steigerung der Epo-Expression unter hypoxischen
Bedingungen konnte zudem in Zellinien nachgewiesen werden [2, 13, 77]. Bei
gynakologischen Tumoren zeigte sich eine Assoziation zwischen einer erhéhten Epo-R-
Expression und einem fortgeschrittenen Erkrankungsstadium, einer Lymphgefa3invasion
und Lymphknotenmetastasen [1]. Fir eine Epo-Expression bestand dieser
Zusammenhang nicht.

In nur wenigen Studien wurde bisher der potentielle Einfluss einer Epo- und / oder Epo-R-
Expression auf das klinische Outcome der Patienten untersucht [1, 50, 75, 77, 85, 102,
110, 145]. In der vorliegenden Studie konnte fur Patienten mit einem NSCLC Uberwiegend
in den Stadien II/1ll ein signifikant negativer Einfluss einer Epo-Expression sowohl auf die
lokale Tumorkontrolle als auch auf das Gesamtiberleben nachgewiesen werden. Fir die
Epo-R-Expression zeigten sich fir die lokale Tumorkontrolle nicht signifikante negative
Auswirkungen sowie ein signifikant schlechteres metastasenfreies Uberleben. AuBerdem
war eine Epo- und Epo-R-Koexpression signifikant mit einer schlechteren lokoregionalen
Tumorkontrolle, einem schlechteren metastasenfreien Uberleben und einem kiirzeren
Gesamtuberleben assoziiert. Die Studie von Saintigny et al. analysierte retrospektiv 158
operierte Patienten mit einem NSCLC im Stadium | [110]. Untersucht wurden die Epo-
und Epo-R-Expression der Tumorzellen sowie die Koexpression der beiden Faktoren

hinsichtlich inres Einflusses auf das krankheitsspezifische Uberleben. Fir die 5-Jahres-
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Uberlebensraten zeigten sich negative Auswirkungen einer hohen Epo-Expression,
verglichen mit einer negativen oder niedrigen Epo-Expression (70% versus 80%, p=0,13).
Eine hohe Epo-R Expression sowie eine Epo- und Epo-R-Koexpression waren signifikant
mit einem schlechteren krankheitsspezifischen Uberleben assoziiert (50% versus 80%,
p=0,005). Die vorliegende Arbeit und die Studie von Saintigny et al. lieferten somit
erganzende Ergebnisse, wobei die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fir Patienten in
fortgeschritteneren Stadien mit den Ergebnissen von Saintigny et al. flr Patienten mit
einem NSCLC im Stadium | Ubereinstimmten.

Fir andere solide Tumorentitaten wie dem Endometriumkarzinom, dem Zervixkarzinom,
dem Osophaguskarzinom und dem Zungenkarzinom war eine hdhere Epo-Expression der
Tumorzellen ebenfalls mit einer schlechteren Prognose der Patienten assoziiert [1, 75, 77,
102]. Fir Kopf- und Halstumore konnte dieser Zusammenhang in einer Studie
nachgewiesen werden, wahrend in einer weiteren Studie keine Assoziation zwischen der
Epo-Expression der Tumorzellen und dem Outcome der Patienten vorlag [85, 145]. In
zwei Studien war eine héhere Epo-R-Expression fiir die Patienten teilweise ebenfalls mit
tendenziell negativen prognostischen Auswirkungen verbunden [77, 85]. In anderen
Studien zeigte jedoch eine Epo-R-Expression alleine keine signifikante Assoziation mit
der Prognose der Patienten [1, 52, 75, 145].

Die Ergebnisse zweier retrospektiver Analysen deuten allerdings darauf hin, dass die
Epo-R-Expression der Tumorzellen im Zusammenhang mit einer therapeutischen Gabe
von rh-Epo von Bedeutung sein kdnnte [50, 102]. Henke et al. untersuchten die Proben
von 154 Patienten mit Kopf- und Halstumoren, die an einer randomisierten Studie zum
Einfluss von rh-Epo auf die lokale Tumorkontrolle teilnahmen [50]. Die Schlussfolgerung
der Autoren war, dass rh-Epo die Prognose von Patienten, deren Tumorzellen Epo-R
exprimieren, negativ beeinflussen koénnte. Eine Studie mit 64 Patienten mit einem
Osophaguskarzinom, die im Rahmen einer klinischen Studie teilweise wéahrend der
Strahlentherapie mit rh-Epo behandelt worden waren, analysierte ebenfalls die Epo- und
Epo-R-Expression der Tumorzellen [102]. Fur Patienten, die rh-Epo erhielten und eine
niedrige Epo- oder Epo-R-Expression aufwiesen, zeigten sich die besten
Behandlungsergebnisse hinsichtlich der lokoregionalen Tumorkontrolle und des
Gesamtuberlebens. Die Patienten mit einer héheren Epo- oder Epo-R-Expression der
Tumorzellen schienen hingegen nicht von einer rh-Epo Gabe zu profitieren. Eine
schlechte Prognose zeigten zudem Patienten, deren Tumore eine Koexpression von Epo
und Epo-R aufwiesen.

Inwieweit exogen zugefuhrtes rh-Epo, mdglicherweise Uber Epo-R vermittelt, zu einer
Tumorprogression flhren kann, ist noch nicht hinreichend geklart. In vitro flihrte rh-Epo in

Tumorzelllinien zu einer vermehrten Expression von antiapoptotischen Genen und einem
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verstarkten Wachstum der Tumorzellen [2, 13], obwohl die Funktionsfahigkeit der Epo-R
in Frage gestellt wurde. In Tiermodellen hingegen konnte kein Einfluss von rh-Epo auf die
Wachstumsraten der Tumore nachgewiesen werden [117, 123]. Vielmehr bewirkte hier
die Korrektur einer Anamie durch rh-Epo eine Verbesserung der Chemo- und
Strahlensensibilitat der Tumore [117, 123]. Von Bedeutung fur den Effekt der Gabe von
rh-Epo auf die Prognose von bestrahlten Patienten sind sicherlich auch die Dauer der
Epo-Behandlung und die H6he der Hamoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie. Es ist
wichtig, dass die Hamoglobinwerte 14 g/dl nicht Uberschreiten, um eine optimale
Tumoroxygenierung zu erreichen.

Die Expression von Epo-R in den Tumorzellen scheint, unabhangig von den
Auswirkungen exogen zugefiuhrten rh-Epos, auch im Zusammenhang mit der
gleichzeitigen Epo-Expression der Tumorzellen von Bedeutung zu sein. In Anbetracht der
signifikanten negativen prognostischen Auswirkungen einer Epo- und Epo-R-
Koexpression fir Patienten mit einem NSCLC oder Patienten mit einem
Osophaguskarzinom kénnte auch ein autokriner Mechanismus bei der Tumorprogression

eine Rolle spielen.

4.4 VEGF- und FLT1-Expression der Tumorzellen

Bei malignen Tumoren ist die Neoangiogenese entscheidend an Prozessen des
Tumorwachstums, der Invasion und der Metastasierung beteiligt. Flr verschiedene
Tumore einschlielBlich der Bronchialkarzinome hat sich eine ausgepragte
Neoangiogenese als ein negativer prognostischer Faktor herausgestellt [22].
Angiogenetische Faktoren wie der VEGF kénnen von Tumorzellen gerade auch unter
hypoxischen Bedingungen verstarkt produziert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden
die direkten prognostischen Auswirkungen einer VEGF- und FLT1-Expression der
Tumorzellen sowie einer Koexpression beider Faktoren untersucht. Es konnte keine
Assoziation zwischen einer VEGF- oder FLT1-Expression der Tumorzellen und der
Prognose der Patienten mit einem NSCLC nachgewiesen werden. Auch eine
Koexpression von VEGF und FLT1 zeigte keine signifikanten Auswirkungen, weder auf
die lokale Tumorkontrolle, noch auf das metastasenfreie Uberleben oder das

Gesamtlberleben.
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Diese Ergebnisse stimmen hinsichtlich der VEGF-Expression mit den Daten mehrerer
Studien zum NSCLC uberein [11, 20, 32, 35, 78, 112, 125]. In der Studie von Bonnesen et
al. mit 102 Patienten mit einem NSCLC der Stadien I-1lIB zeigte sich kein Zusammenhang
zwischen der Auspragung der VEGF-Expression und dem Uberleben der Patienten [20].
Auch Liao et al. konnten anhand von 127 Patienten der Stadien I-lIlIA keine signifikanten
Unterschiede in den Uberlebensraten der Patienten mit hoher oder niedriger VEGF-
Expression der Tumorzellen nachweisen [78]. Die Studien von Tomita et al. (n=60), Baille
et al. (n=81) und Dziadziuszko et al. (n=67) ergaben ebenfalls keine signifikante
Assoziation zwischen der VEGF-Expression und der Prognose der Patienten [11, 35,
125]. In der Mehrzahl der Studien zum NSCLC zeigten sich jedoch zumindest in den
univariaten Analysen signifikante negative prognostische Auswirkungen einer erhdhten
VEGF-Expression der Tumorzellen [5, 40, 57, 90, 91, 92, 95, 113, 137]. Ein grolieres
Patientenkollektiv umfasst die Studie von O'Byrne et al. mit 223 Patienten mit einem
NSCLC der Stadien IB-IlIA. Eine positive VEGF-Expression war in der univariaten
Analyse mit einem signifikant schlechteren Gesamtlberleben assoziiert (HR:1,63; p=0,02)
[92]. In der Studie von Sheng et al. wiesen Patienten mit einer starken, einer schwachen
und einer negativen VEGF-Expression der Tumorzellen deutliche Unterschiede in den 5-
Jahres-Uberlebensraten auf (8,5% versus 43,9% versus 79,2%, p<0,01) [113]. In der
multivariaten Analyse blieb eine hohe VEGF-Expression, wie auch in den Studien von
Volm et al, Imoto et al. und Fontanini et al. als ein unabhangiger negativer
Prognosefaktor bestehen [40, 57, 113, 137]. Mehrere Studien untersuchten zusatzlich die
Gefaldichte der Tumore und konnten so einen Zusammenhang zwischen einer hohen
VEGF-Expression der Tumorzellen und einem starkeren Vaskularisierungsgrad der
Tumore nachweisen [40, 57, 92, 113]. Auflerdem =zeigten sich in zwei Studien
unterschiedlich stark ausgepragte VEGF-Expressionen abhangig von der Histologie der
Tumore mit einer vermehrten Expression in Adenokarzinomen im Vergleich zu

Plattenepithelkarzinomen [20, 57].

Neben der vorliegenden Arbeit untersuchten finf weitere Studien den Zusammenhang
zwischen einer FLT1-Expression der Tumorzellen und der Prognose von Patienten mit
einem NSCLC [5, 32, 33, 112, 137]. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der
vorliegenden Studie bestand in der Studie von Decaussin et al. mit 69 Patienten mit
einem NSCLC der Stadien I-ll keine Assoziation zwischen einer FLT1-Expression der
Tumorzellen und dem Uberleben der Patienten [32]. Auch in der Studie von Volm et al.
mit 109 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede im medianen Uberleben zwischen einer hohen, einer niedrigen oder einer

negativen FLT1-Expression (88 Wochen versus 117 Wochen versus 111 Wochen,
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p=0,91) [137]. Die Studie von Seto et al. konnte ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede in den 5-Jahres-Uberlebensraten zwischen FLT1 negativen und FLT1
positiven Tumoren nachweisen (72% versus 64%, p=0,10) [112].

Die Ergebnisse zweier weiterer Studien deuten hingegen auf prognostisch negative
Auswirkungen einer FLT1-Expression hin. In der Studie von Donnem et al. mit einem
Kollektiv von 335 Patienten mit einem NSCLC der Stadien I-IlIA wiesen Patienten mit
einer hohen FLT1-Expression der Tumorzellen signifikant schlechtere 5-Jahres-
Uberlebensraten auf als Patienten mit einer niedrigen FLT1-Expression (48% versus 66%,
p=0,013) [33]. Andersen et al. kamen zu &ahnlichen Ergebnissen im Vergleich der 5-
Jahres-Uberlebensraten bei hoher und niedriger FLT1-Expression (31% versus 55%,
p=0,028) [5].

Fir andere solide Tumorentitdten war, analog zu den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit, in den meisten bisherigen Studien ebenfalls kein prognostischer Einfluss der FLT1-
Expression nachweisbar. Dies trifft flr vier retrospektive Studien zum Ovarialkarzinom
[111], zum Zungenkarzinom [121] und zum Osophaguskarzinom [68, 101] zu. Im
Gegensatz hierzu wiesen zwei andere retrospektive Studien auf eine bessere Prognose
bei Vorliegen einer FLT1-Expression hin [28, 154]. Zhukova et al. untersuchten 83
Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen Mammakarzinom [154]. Patienten mit FLT1
positiv Tumoren zeigten verglichen mit Patienten, deren Tumore keine FLT1-Expression
auswiesen, ein langeres rezidivfreies Uberleben (Median 55 Monate versus 32 Monate,
p=0,006) und ein langeres Gesamtuberleben (68 Monate versus 45 Monate, p=0,014). In
der Studie von Chung et al., die 76 Patienten mit Adenokarzinom des Pankreas
untersuchte, war eine niedrige FLT1-Expression ebenfalls mit einem schlechteren

Gesamtlberleben assoziiert [28].

Mit den prognostischen Auswirkungen einer Koexpression von VEGF und FLT1 bei
Patienten mit einem NSCLC befassten sich neben der vorliegenden Arbeit zwei weitere
Studien. Analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit konnte auch in der Studie von Volm et
al. kein signifikanter prognostischer Unterschied zwischen Tumoren mit einer VEGF- und
FLT1-Koexpression und Tumoren, die weder VEGF noch FLT1 exprimierten,
nachgewiesen werden. In der Studie von Seto et al. mit 60 Patienten mit einem NSCLC
im Stadium | zeichnete sich hingegen fir Patienten mit einer VEGF- und FLT1-
Koexpression im Vergleich zu den Patienten, deren Tumore keinen oder nur einen der
beiden Faktoren exprimierten, ein deutlicher Trend zu einem schlechteren
Gesamtiiberleben ab (5-Jahres-Uberlebensraten 44% versus 72%, p=0,05) [112].

Letztendlich ist die prognostische Bedeutung einer Koexpression von VEGF und FLT1

derzeit nicht hinreichend geklart.
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4.5 Rauchen als Prognosefaktor

Die Rolle des Rauchens als Risikofaktor flir die Entstehung von Bronchialkarzinomen ist
seit langem bekannt. Liegt bereits ein Bronchialkarzinom vor, ist jedoch unklar, inwieweit
das biologische Verhalten und das Therapieansprechen der Tumore durch fortgesetzten
Zigarettenkonsum negativ beeinflusst werden. In der vorliegenden Studie zeigte sich bei
den Patienten, die wahrend der Strahlentherapie nicht rauchten, eine bessere lokale
Tumorkontrolle (59% versus 34% nach 2 Jahren). Dieser Zusammenhang blieb auch in
der multivariaten Analyse signifikant, was darauf schlieRen Iasst, dass das
Rauchverhalten wahrend der Strahlentherapie ein unabhangiger prognostischer Faktor
ist. Im Hinblick auf das Gesamtlberleben ergaben sich nach zwei Jahren hohere
Uberlebensraten fiir die Nichtraucher wahrend der Strahlentherapie als fiir die Raucher
(39% versus 25%), das Signifikanzniveau wurde jedoch nicht erreicht (p=0,20). Das
metastasenfreie Uberleben wurde hingegen nicht vom Rauchverhalten wahrend der
Strahlentherapie beeinflusst. Da mit der Strahlentherapie eine lokoregional begrenzte
Wirkung erzielt wird, steht hier vor allem die verbesserte lokoregionale Tumorkontrolle im
Vordergrund. Eine Erklarung fir die bessere lokoregionale Tumorkontrolle bei Patienten,
die wahrend der Strahlentherapie nicht mehr rauchten, ware die erhéhte Wirksamkeit der
Strahlentherapie durch eine bessere Tumoroxygenierung bei den Nichtrauchern.

In Studien wiesen aktive Raucher im Vergleich zu Nichtrauchern deutlich erhohte
Carboxyhamoglobinanteile mit bis zu >10% des Gesamthamoglobins auf [21, 56, 142].
Dies fuhrt zu einer reduzierten Sauerstofftransportkapazitdt des Blutes und einer
erschwerten Sauerstoffabgabe im Gewebe, resultierend in einer eingeschrankten
Gewebeoxygenierung [21, 56, 65, 142]. Nach Beendigung des Nikotinkonsums
normalisieren sich die Carboxyhdmoglobinwerte, wobei die Halbwertszeit des
Carboxyhamoglobins im Blut 4-6 Stunden betragt. Eine Studie von Kambam et al.
demonstrierte den Effekt eines 12-stiindigen Rauchstopps bei starken Rauchern [65]. Der
zuvor erhdéhte Carboxyhdmoglobinanteil von im Mittel 6,55% sank nach dem Rauchstopp
auf 1,06% (p<0,001) und die nach links verschobene Sauerstoffbindungskurve verlagerte
sich in Richtung normaler Werte zuruck (p<0,001). Diese Daten lassen darauf schlieRen,
dass sich Rauchen wahrend der Strahlentherapie dber eine Erhéhung der
Carboxyhamoglobinwerte negativ auf die Tumoroxygenierung auswirken kénnte. Grau et
al. konnten im Tiermodell zeigen, dass ein hoher Carboxyhamoglobingehalt des Blutes
mit einer verstarkten Tumorhypoxie und einer Einschrankung der Wirksamkeit
ionisierender Strahlung einherging [45]. Die Hypothese, dass die beobachteten
prognostischen Auswirkungen des Rauchens wahrend der Strahlentherapie durch einen

direkt wahrend der Therapie entstehenden Effekt verursacht werden, wird dadurch
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unterstiitzt, dass die Anzahl der Pack-Years als ein Malstab fur die vorbestehende

Nikotinbelastung keine signifikante Assoziation mit der Prognose der Patienten aufwies.

Hinsichtlich des prognostischen Einflusses des Rauchens auf das Outcome von
Tumorpatienten sind einige retrospektive Studien verfugbar, wobei allerdings nur in
wenigen Studien das Rauchverhalten wahrend der Strahlentherapie im Mittelpunkt stand.
In der Studie von Videtic et al. mit 215 Patienten mit einem SCLC im Stadium limited
disease wurde ausdriicklich das Rauchverhalten wahrend der Radiochemotherapie
untersucht [23]. Es zeigte sich, dass Patienten, die wahrend der Therapie nicht rauchten,
ein signifikant besseres Gesamtiiberleben aufwiesen (p=0,0017). Auch in der
multivariaten Analyse blieb das Rauchverhalten wahrend der Therapie als ein
unabhangiger Prognosefaktor bestehen (HR:1,86; 95%-Kl:1,34-2,57; p<0,001). Ahnliche
Ergebnisse erbrachten auch die Studien von Johnsten-Early et al. mit 112 Patienten mit
einem SCLC und von Tammemagi et al. mit 1155 Patienten mit einem NSCLC oder
einem SCLC [6, 48].

Einige Studien zu Tumoren der Kopf- und Halsregion deuten ebenfalls auf einen
negativen Einfluss des Rauchens wahrend der Strahlentherapie auf den
Behandlungserfolg hin [24, 27, 41]. In der Studie von Fortin et al., die 1871 Patienten mit
Kopf- und Halstumoren aller Stadien einschloss, zeigte sich fir die Patienten, die
weiterhin aktiv rauchten, eine signifikant schlechtere Tumorkontrolle (p=0,0001) [41].
Browman et al. untersuchten 115 Patienten mit Kopf- und Halstumoren retrospektiv [24].
Patienten, die wahrend der Strahlentherapie weiterhin rauchten, wiesen signifikant
geringere Remissionsraten (p=0,008) und 2-Jahres-Uberlebensraten (p=0,005) auf. In der
multivariaten Analyse blieb das Rauchverhalten wahrend der Strahlentherapie als ein
unabhéngiger prognostischer Faktor hinsichtlich des Uberlebens der Patienten bestehen
(RR= 2,5; 95%-KI:1,4-4,4; p=0,002). In der aktuellsten Studie von Chen et al. wiesen die
aktiven Raucher wahrend der Strahlentherapie verglichen mit jenen Patienten, die vor der
Strahlentherapie mit dem Rauchen aufhorten, ebenfalls geringere 5-Jahres-Uberlebens-
raten (23% versus 55%), eine schlechtere lokale Tumorkontrolle (58% versus 69%) und
ein schlechteres krankheitsspezifisches Uberleben (42% versus 65%) auf (p <0,05) [27].

Fur Patienten mit einem NSCLC liegen ebenfalls einige Studien zu den prognostischen
Auswirkungen des Rauchverhaltens vor. Fox et al. untersuchten retrospektiv 237
Patienten mit einem NSCLC der Stadien I-Ill, die mit einer Strahlentherapie alleine oder in
Kombination mit einer Chemotherapie therapiert wurden [82]. Als Nichtraucher wurden
Patienten bezeichnet, die mindestens 2 Jahre zuvor mit dem Rauchen aufgehort hatten.

Bei Patienten im Stadium I-Il betrug die mediane Uberlebenszeit fiir Nichtraucher 27,9
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Monate und fir Raucher 13,7 Monate (p=0,01). Patienten im Stadium IIl zeigten
hinsichtlich ihres Rauchverhaltens jedoch keinen signifikanten Unterschied im
Gesamtuberleben. Die Studie von Tsao et al. analysiert retrospektiv 497 Patienten mit
einem NSCLC der Stadien IlI-1V, die eine Radiochemotherapie erhalten hatten [22]. Die
Patienten wurden anhand ihres Rauchverhaltens in drei Kategorien eingeteilt: Patienten,
die nie geraucht hatten, frihere Raucher, die mindestens ein Jahr vor Diagnosestellung
mit dem Rauchen aufgehdrt hatten, und Patienten, die innerhalb eines Jahres vor
Diagnosestellung weiterhin aktiv rauchten. Das progressionsfreie Uberleben (p=0,92) und
das Gesamtlberleben (p=0,50) war in diesen drei Gruppen nicht signifikant
unterschiedlich.

Der direkte Vergleich der Ergebnisse dieser Studien untereinander und mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist jedoch aufgrund der sehr unterschiedlichen

Kategorisierung der Patienten beziglich ihres Rauchverhaltens kaum maéglich.

Insgesamt scheint bei Tumorpatienten ein Uber den Zeitpunkt der Diagnose hinaus und
auch wahrend der Therapie fortgesetzter Nikotinkonsum negative Auswirkungen auf den
Behandlungserfolg zu haben. Auflerdem deuten Studien mit Patienten mit einem NSCLC
darauf hin, dass bei aktiven Rauchern wahrend der Strahlentherapie ein erhdhtes Risiko
fir das Auftreten von Nebenwirkungen wie z. B. einer Pneumonitis besteht [62]. Gerade
auch aufgrund der geschilderten Effekte in Zusammenhang mit dem Rauchverhalten
sollten die Patienten verstarkt zur Beendigung des Nikotinkonsums vor Therapiebeginn

motiviert werden.
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4.6 Weitere relevante Prognosefaktoren

Die vorliegende Arbeit zeigte, dass eine respiratorische Insuffizienz negativ mit dem
Gesamtuberleben in der multivariaten Analyse und mit der lokoregionalen Tumorkontrolle
in der univariaten Analyse assoziiert war. Bisher ist der prognostische Einfluss der
respiratorischen Insuffizienz auf das Outcome von Tumorpatienten nicht untersucht

worden.

Die Ergebnisse zum prognostischen Einfluss der weiteren untersuchten Faktoren auf das

Outcome der Patienten stimmen weitgehend mit den Daten in der Literatur Gberein.

Die T-Kategorie, die N- Kategorie und das AJCC-Stadium zeigten die starksten
Auswirkungen auf die Prognose der Patienten, wobei jeweils eine niedrige T- und N-
Kategorie sowie ein niedriges AJCC-Stadium mit einer besseren Prognose assoziiert
waren. Der prognostische Einfluss der T-Kategorie wurde bereits von mehreren Autoren
beschrieben [33, 44, 53, 60, 61, 73, 81]. Die Auswirkungen der N-Kategorie auf die
Prognose von Patienten mit einem NSCLC finden sich ebenfalls bei diversen Autoren
wieder [25, 33, 53], genauso wie auch der prognostische Einfluss des AJCC-Stadiums
[25, 33, 53].

Ein weiterer wichtiger Prognosefaktor war der Karnofsky-Index. In den univariaten
Analysen zeigten Patienten mit einem Karnofsky-Index >70 hinsichtlich aller drei
Endpunkte signifikant bessere Behandlungsergebnisse. In der Studie von Jeremic et al.
war ebenfalls ein besserer Allgemeinzustand mit einem langeren Gesamtlberleben
(p<0,0001), einem besseren lokalen progressionsfreien Uberleben (p=0,0087) und einem
langeren metastasenfreien Uberleben assoziiert (p<0,0001) [60]. Kupelian et al.
beurteilten den Karnofsky-Index als den wichtigsten Prognosefaktor fir das
krankheitsspezifische Uberleben (p=0,001) [72]. Des Weiteren war der Allgemeinzustand
in der Studie von Wang et al. signifikant mit der Prognose assoziiert [140]. Firat et al.
untersuchten in zwei Studien mit 163 Patienten im Stadium | und 112 Patienten im
Stadium Il den Einfluss des Allgemeinzustandes auf das Gesamtlberleben der Patienten
mit einem NSCLC [36, 37]. Sowohl fur Patienten im Stadium | (RR: 2,7; 95%-Kl:1,7-4,2)
als auch fir Patienten im Stadium Ill (RR:1,6; 95%-Kl:1,1-2,6; p=0,028) erwies sich ein

niedriger Karnofsky-Index als ein unabhangiger negativer Prognosefaktor.
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In der vorliegenden Arbeit war die Operation mit einer besseren lokoregionalen
Tumorkontrolle in der univariaten Analyse und mit einem besseren Gesamtuberleben
auch in der multivariaten Analyse assoziiert. Die derzeit gultigen Therapieempfehlungen
fir das NSCLC sind bereits einleitend dargestellt worden. Die Operation ist die Therapie
der Wahl bei Patienten mit einem NSCLC im Stadium I-Ill.

Kontrovers diskutiert wird hingegen die Rolle der Chirurgie im Stadium [lIA-N2. Zwei
randomisierte Studien beschaftigten sich mit der Therapieoptimierung flir das NSCLC in
diesem Stadium. Im EORTC 08941 Trial wurden 332 Patienten, die auf eine
cisplatinhaltige Induktionschemotherapie ansprachen, randomisiert entweder einer
Operation oder einer Strahlentherapie zugefihrt [131]. Eine Operation war nicht mit einem
besseren Gesamtiberleben (HR:1,06; 95%-KI:0,84-1,35; p=0,6) oder progressionsfreien
Uberleben (HR:1,06; 95%-KI:0,85-1,39; p=0,6) assoziiert. In Anbetracht der ggf. mit einer
Operation zusammenhangenden Morbiditat und Mortalitdt empfahlen die Autoren eine
alleinige Strahlentherapie fir Patienten mit einer lokal fortgeschrittenen Erkrankung und
gutem Ansprechen auf eine Induktionschemotherapie.

Der Intergroup 0139/RTOG 9309 Trial randomisierte 392 Patienten mit einem NSCLC im
Stadium 1lIA-N2 in eine Gruppe, die eine alleinige Radiochemotherapie mit
Cisplatin/Etoposid und einer Strahlendosis von 61 Gray erhielt, und eine Gruppe, die eine
Radiochemotherapie mit einer Strahlendosis von 45 Gray erhielt und anschlieRend einer
Operation zugefiihrt wurde [129]. Das progressionsfreie Uberleben war bei den operierten
Patienten signifikant besser (Median 14,0 versus 11,7 Monate, p=0,02), wahrend das
Gesamtlberleben in beiden Gruppen ahnlich war (Median 22,1 versus 21,7 Monate,
p=0,51). Die Ergebnisse dieser Studien sind jedoch nur bedingt mit den Daten der
vorliegenden Studie vergleichbar, da in die vorliegende Studie auch Patienten der Stadien

I-1l eingeschlossen wurden.
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5. Zusammenfassung

Die Bronchialkarzinome gehoéren zu den haufigsten malignen Erkrankungen. Bei ca. 85%
der Bronchialkarzinome handelt es sich um nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome
(NSCLC). Therapeutisch kommen beim NSCLC je nach Stadium der Erkrankung neben
einer Operation auch eine Chemotherapie und eine Strahlentherapie in Betracht. Zum
Erstellen einer mdglichst optimalen Therapiestrategie fur den einzelnen Patienten ist die
Kenntnis von Prognosefaktoren unerlasslich. Von zunehmender Bedeutung sind hierbei
auch klinische und molekulare Faktoren, die die Wirksamkeit der Tumortherapie
beeinflussen kénnten.

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 18 neue und etablierte Prognosefaktoren
hinsichtlich ihres Einflusses auf die Prognose bei Patienten mit einem NSCLC retrospektiv
untersucht. Bei der Interpretation der Ergebnisse ist das retrospektive Design der Arbeit
zu bertcksichtigen. Das Patientenkollektiv umfasste insgesamt 181 Patienten, die
aufgrund eines NSCLC eine Strahlentherapie erhielten. Insbesondere wurden auch
Faktoren untersucht, die einen negativen Einfluss auf die Tumoroxygenierung haben
koénnten, wie die Hamoglobinwerte wahrend der Strahlentherapie und das Rauchverhalten
wahrend der Strahlentherapie. Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Analyse
der prognostischen Bedeutung der Expression von Erythropoetin (Epo) und dem
Erythropoetin-Rezeptor (Epo-R) sowie von VEGF und dem VEGF-Rezeptor 1 (FLT1)
durch die Tumorzellen. Hierzu wurden die verfigbaren Gewebeproben von 70 Patienten
des Gesamtkollektivs immunhistochemisch aufgearbeitet.

Eine gute Tumoroxygenierung ist fur die Wirksamkeit der Strahlentherapie entscheidend.
Bei Vorliegen einer Anamie, die mit einer reduzierten Sauerstofftransportkapazitat des
Blutes einhergeht, kann die Tumoroxygenierung eingeschrankt sein. In der vorliegenden
Arbeit zeigte sich bei Patienten mit niedrigen Hamoglobinwerten wahrend der
Strahlentherapie (<12 g/dl) in den univariaten Analysen eine signifikant schlechtere
lokoregionale Tumorkontrolle und ein schlechteres Gesamtiberleben. Ahnlich ungiinstige
Verhéaltnisse wie bei einer Anamie konnten hinsichtlich der Tumoroxygenierung auch bei
aktiven Rauchern vorliegen. Durch eine prozentuale Erhéhung des
Carboxyhamoglobinanteils bei Rauchern wird der Sauerstofftransport beeintrachtigt. In
dieser Arbeit hatte das Rauchverhalten wahrend der Strahlentherapie signifikante
Auswirkungen auf die Behandlungsergebnisse. Die aktiven Raucher wahrend der
Strahlentherapie wiesen auch in der multivariaten Analyse eine signifikant schlechtere
lokoregionale Tumorkontrolle auf als die Patienten, die wahrend der Strahlentherapie

nicht rauchten. Das Rauchverhalten wahrend der Strahlentherapie scheint somit ein
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unabhangiger Prognosefaktor hinsichtlich der lokoregionalen Tumorkontrolle zu sein.
Diese Daten sollten Anlass dazu sein, die Patienten verstarkt zur Beendigung des
Nikotinkonsums vor Therapiebeginn zu motivieren, um eine moglichst gute Wirksamkeit
der Strahlentherapie zu erzielen.

Epo und Epo-R sind an diversen Vorgangen aufierhalb des hamatopoetischen Gewebes
beteiligt. FUr verschiedene solide Tumorentitdten wurde eine Expression von Epo und
Epo-R beschreiben. In der vorliegenden Arbeit war eine Epo-Expression der Tumorzellen
in den multivariaten Analysen signifikant mit einer schlechteren lokoregionalen
Tumorkontrolle und einem schlechteren Gesamtiberleben assoziiert. Eine Expression
von Epo-R zeigte signifikante negative Auswirkungen auf das metastasenfreie Uberleben.
Aulerdem war eine Koexpression von Epo und Epo-R mit signifikant schlechteren
Ergebnissen hinsichtlich aller drei Endpunkte assoziiert. Diese Daten deuten zusammen
mit komplementaren Ergebnissen anderer Studien darauf hin, dass eine Expression der
Tumorzellen von Epo und Epo-R sowie deren Koexpression als Prognosefaktoren bei
Patienten mit einem NSCLC von Bedeutung sind.

VEGEF ist ein wichtiger angiogenetischer Faktor und nimmt sowohl bei der physiologischen
als auch bei der pathologischen Angiogenese eine Schllsselrolle ein. Auch fir die
Entstehung und das Wachstum von malignen Tumoren ist die Angiogenese von grol3er
Bedeutung. Inwieweit eine Expression der Tumorzellen von VEGF und seinem Rezeptor
FLT1 direkte Auswirkungen auf die Prognose der Patienten hat, ist noch nicht eindeutig
geklart. In der vorliegenden Arbeit war weder fir eine VEGF-Expression noch fir eine
FLT1-Expression oder eine Koexpression beider Faktoren ein signifikanter prognostischer
Einfluss nachzuweisen. Weitere Studien sind notwendig, um die Rolle der VEGF- und
FLT1-Expression zu klaren.

Gemal den weiteren Ergebnissen der vorliegenden Arbeit sind, Ubereinstimmend mit den
Daten der Literatur, zudem der Karnofsky-Index, die T-Kategorie, die N-Kategorie, das
AJCC-Stadium und die Operation als unabhangige Prognosefaktoren fir
strahlentherapeutisch behandelte Patienten mit einem NSCLC zu betrachten. Aulierdem
war das Vorliegen einer respiratorischen Insuffizienz vor der Strahlentherapie signifikant
mit einem schlechteren Gesamtiiberleben assoziiert. Die Faktoren, die sich in dieser
Arbeit als signifikante Prognosefaktoren beim NSCLC erwiesen haben, sollten als solche

bei der Konzeption zukilnftiger Studien berlicksichtigt werden.
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7. Anhang

Eine Stellungnahme der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat zu
Lubeck hinsichtlich der immunhistochemischen Aufarbeitung der Tumorgewebeproben ist
eingeholt worden. Die Durchfihrung der Studie ist im Schreiben vom 16.6.2009

beflirwortet worden.
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