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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Atiologie des Lungenkarzinoms

Die Diagnose ,Lungenkarzinom® ist weiterhin fir alle betroffenen Patienten ein
Schock und zeigt auch im 21. Jahrhundert noch eine hohe Pravalenz und
Inzidenz. Das Lungenkarzinom steht noch immer auf Platz vier der
diagnostizierten Krebserkrankungen in Deutschland, sowie auf Platz zwei in den
USA (Ng et al. 2014; Jemal et al. 2011; Siegel et al. 2015, 2017; Zentrum flr
Krebsregisterdaten - RKI 2017). In Deutschland war das Lungenkarzinom auch
im Jahr 2016 noch bei beiden Geschlechtern mit 45.776 Todesféllen die
todlichste Karzinomform, was 19,8% aller Krebstoden entspricht. In den USA
entspricht die Mortalitat von Lungenkrebs sogar 26% aller Krebstoden. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate betragt insgesamt 17%, bei Patienten mit einer
Erkrankung im fortgeschrittenem Stadium sogar nur 4% (Siegel et al. 2014;
Statistisches Bundesamt (Destatis) 2017).

Figure 3. Leading Sites of New Cancer Cases and Deaths - 2017 Estimates
Male Female
Prostate 161,360 19% Breast 252,710 30%
o Lung &bronchus 116,990 14% Lung &bronchus 105,510 12%
8 Colon & rectum 71,420 9% Colon & rectum 64,010 8%
S Urinary bladder 60,490 7% Uterine corpus 61,380 7%
g Melanoma of the skin 52,170 6% Thyroid 42,470 5%
= Kidney & renal pelvis 40,610 5% Melanoma of the skin 34,940 4%
g Non-Hodgkin lymphoma 40,080 5% Non-Hodgkin lymphoma 32,160 4%
g Leukemia 36,290 4% Leukemia 25,840 3%
z Oral cavity & pharynx 35,720 4% Pancreas 25,700 3%
w Liver & intrahepatic bile duct 29,200 3% Kidney & renal pelvis 23,380 3%
Allsites 836,150 100% Allsites 852,630 100%
Male Female
Lung & bronchus 84,590 27% Lung & bronchus 71,280 25%
Colon & rectum 27,150 9% Breast 40,610 14%
«»n Prostate 26,730 8% Colon & rectum 23,110 8%
'Fa Pancreas 22,300 7% Pancreas 20,790 7%
3 Liver & intrahepatic bile duct 19,610 6% Ovary 14,080 5%
3 Leukemia 14,300 4% Uterine corpus 10,920 4%
® Esophagus 12,720 4% Leukemia 10,200 4%
.‘E_' Urinary bladder 12,240 4% Liver & intrahepatic bile duct 9,310 3%
3 Non-Hodgkin lymphoma 11,450 4% Non-Hodgkin lymphoma 8,690 3%
Brain & other nervous system 9,620 3% Brain & other nervous system 7,080 3%
Allsites 318,420 100% All sites 282,500 100%
Estimates are rounded to the nearest 10, and cases exclude basal cell and squamous cell skin cancers and in situ carcinoma except urinary bladder.
©2017, American Cancer Society, Inc., Surveillance Research

[}

Abbildung 1 Voraussichtliche Inzidenz und Mortalitat der zehn fiihrenden Krerbsarten in den USA, 2017
(Siegel et al. 2017)



Als Hauptrisikofaktor gilt auch weiterhin das aktive Zigarettenrauchen. Bei
Mannern sind 90% und bei Frauen 60% einer Erkrankung mit Lungenkarzinom
auf das Zigarettenrauchen zurtickzufiihren (RKI und GEKID 2012). Als weitere
Risikofaktoren gelten unter anderem Passivrauchen, Umwelteinflisse wie eine
erhohte Radonkonzentration und berufliche Exposition gegeniber Asbest und
Arsen (Office on Smoking and Health 2006; Schmid et al. 2010; Popp et al. 2003).

1.2 Histologische Klassifikation
Es gibt eine Vielzahl von verschiedenen histologischen Typen des

Lungenkarzinoms, wobei nun im Folgenden nur auf die haufigsten eingegangen

wird.
Histologische Klassifikation Prozentualer Anteil [%)]
Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom 75%
e Adenokarzinom 40%
e Plattenepithelkarzinom 25%
e Grosszelliges Karzinom 10%
Kleinzelliges Lungenkarzinom 20%
Andere 5%

Tabelle 1 Histologische Klassifikation des Lungenkarzinoms (LAUREN G. COLLINS et al. 2007)

Adenokarzinom:

Das Adenokarzinom ist die h&ufigste Form des Lungenkarzinoms bei
Nichtrauchern. Es ist durch Schleimbildung oder drisig/azinares Wachstum, bei
einer Tumorverdopplungszeit von 180 Tagen, gekennzeichnet. Lokalisiert ist es
zumeist in den peripheren Regionen der Lunge, mit oftmals unmittelbarer Nahe
zur Pleura (Herold 2014). In der molekularen Charakterisierung des
Lungenkarzinoms, vor allem des Adenokarzinoms, konnten sogenannte Targets
gefunden werden, welche unabhangig von &usseren Stimuli und dauerhaft
Signalkaskaden in der Zelle aktivieren kdnnen. Diese Signalkaskaden kénnen
zum Beispiel Angiogenese, Zellproliferation und Zellmigration fdérdern.
Beispielsweise kann eine Punktmutation oder Deletion im Epidermal-Growth

2



Factor-Receptor-(EGFR) Gen kann zu einer Aktivierung fihren und zeigt in
Mitteleuropa eine Haufigkeit von 10% in einer unselektierten Patientengruppe
(Pao et al. 2004; Gahr et al. 2013; Langer et al. 2016).

Plattenepithelkarzinom:

Nach dem Adenokarzinom ist das Plattenepithelkarzinom die zweithaufigste
Tumorform und am starksten mit dem Faktor des Zigarettenrauchens assoziiert.
Der Tumor zeigt bei meist zentraler Lage oft starkes invasives Wachstum in
benachbarte Strukturen des Lungenparenchyms, angrenzender Lymphknoten
oder des Bronchialgewebes. Des Weiteren zeigen sich oft Koagulationsnekrosen
und Kavernenbildung. Die Tumorverdopplungszeit betragt ca. 300 Tage (Herold
2014; Schirmacher 2015)

Grosszelliges Karzinom:

Das Grosszellige Karzinom ist eine Ausschlussdiagnose, welche nur anhand
eines kompletten chirurgischen Resektats gestellt werden kann. Histologisch
vermutet man eine Entdifferenzierung aus Adeno- oder Plattenepithelkarzinom.
Das klinische Bild des Grol3zelligen Karzinoms erscheint sehr unspezifisch und
zeigt neben einer ubiquitdren Lage in der gesamten Lunge auch einen
Zusammenhang mit der Hohe des Zigarettenkonsums (Muscat et al. 1997; Travis
et al. 2015; Rajdev et al. 2018).

Grofzellig neuroendokrines Karzinom:

Seit 2015 wird das GroR3zellig neuroendokrine Karzinom nicht mehr als
Subgruppe des GroR3zelligen Karzinoms gefuhrt, sondern gehdért der eigenen
Gruppe der Neuroendokrinen Tumoren an. Histologisch erscheint es als
hochgradig differenzierter Tumor, dessen Zellen seinen Ursprung im
Neuroendokrinen System haben und &hnlich wie das kleinzellige Karzinom eine
schlechte 5-Jahres Uberlebensprognose hat. Es ist fur circa 3% aller
Lungenkarzinomformen verantwortlich und erscheint vor allem bei einem
mannlichen, &lteren und rauchenden Patientenkollektiv (Travis et al. 2015;
Fasano et al. 2015; Hiroshima und Mino-Kenudson 2017)



Kleinzelliges Lungenkarzinom:

Mit der schlechtesten Prognose assoziiert, zeigt das kleinzellige
Lungenkarzinom, bei meist zentraler Lage, eine kurze Tumorverdopplungszeit
von 10-50 Tagen. Histologisch imponieren Haferkérner &hnliche Zellen, welche
oftmals auch Hormone sezernieren bzw. zu paraneoplastischen

Endokrinopathien fiihren konnen (Herold 2014).

1.3 Pleuraerguss

Als Pleuraerguss definiert man eine iberméafRige Ansammlung von Flussigkeit im
Spalt zwischen viszeraler und parietaler Pleura. Ein benigner Pleuraerguss ist
oftmals bedingt durch kardiale Leistungsminderung, Infektionen oder eine
Leberzirrhose und zeigt sich meistens als Transsudat. Ein Exsudat zeigt sich oft
als Symptom bei Tumorerkrankungen, Tuberkulose, Lungenembolie oder im
Rahmen eines parapneumonischen Ergusses (Held-Warmkessel und Schiech
2008; Medford 2005; Herold 2014).

Viele Tumorerkrankungen (z.B. Lungen-, Brust-, Ovarialkrebs & Mesotheliom)
zeigen als Symptom meist exsudative Pleuraergusse (Roberts et al. 2010; Held-
Warmkessel und Schiech 2008). Beim malignen Pleuraerguss missen
definitionsgemald maligne Zellen im Pleurapunktat zu finden sein oder eine
direkte Biopsie mit Tumoranteilen vorliegen. Es besteht jedoch keine
hundertprozentige Sensitivitat, da auch bei zugrunde liegender maligner
Erkrankung ein Pleuraerguss vorhanden sein kann, dieser aber keine maligne
Zellen zeigen muss, auch nicht durch einen Tumorbefall der Pleura, sondern
durch ein Abflussproblem oder eine Infektion verursacht sein kann und somit
definitionsgemald nicht als maligner Erguss gewertet wird (Heffner und Klein
2008). Bis zu 40 % aller Patienten mit Lungenkarzinom zeigen im Verlauf ihrer
Krankheit, als Begleitsymptom oder post-mortem in der Autopsie, Pleuraergiisse.
Allein in den USA tritt der maligne Pleuraerguss mit einer Inzidienz von 150.000
pro Jahr auf (Haas et al. 2007). Als Ursache der malignen Pleuraerguisse wird

eine lymphatische Obstruktion vermutet (Held-Warmkessel und Schiech 2008).

Ein Grof3teil dieser Ergiusse muss aufgrund der klinischen Symptomatik der

Patienten, vor allem Dyspnoe, behandelt werden. Als therapeutische Optionen
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stehen neben der ursachlichen Behandlung eines Pleuraergusses, wie z.B. die
Chemotherapie bei Tumorerkrankung und Therapieoptimierung bei gleichzeitig
vorliegender Herzinsuffizienz, auch Pleurapunktionen, eine Pleurodese oder die

Anlage einer Thoraxdrainage zu Verfigung (Muduly et al. 2011).

Das Adenokarzinom verursacht als haufigste Form des Lungenkarzinoms haufig
einen Pleuraerguss, wohingegen das kleinzellige Lungenkarzinom am seltensten

maligne Ergusse als Symptom zeigt (Johnston 1985; Porcel et al. 2015).

Unterschiedliche Zytokinexpressionen in einzelnen Kompartimenten des
menschlichen Organismus sind schon bei anderen Karzinomformen als relevant
eingestuft worden. So zeigten sich bei Patienten mit Ovarial Karzinom zwischen
Aszites- und Serumproben signifikante Unterschiede vieler gemessener Zytokine
(Giuntoli et al. 2009).

Beim Lungenkarzinom gibt es indirekte Hinweise, dass unterschiedliche
Kompartimente des Korpers voneinander abweichende Immunreaktionen
zeigen. Patienten mit einem Lungenkarzinom sprachen bei vorliegenden
Lebermetastasen vergleichsweise schlecht auf eine Immuntherapie an,
profitierten aber von einer Kombination mit VEGF-Inhibitoren (Tumeh et al. 2017).
Die 2015 gestartete IMpower-150-Studie untersuchte anhand von drei
Studienarmen die Wirksamkeit einer Therapie mit einer Vierfach Kombination
aus Carboplatin-Paclitaxel, Bevacizumab und Atezolizumab im Vergleich zu
einer 3-fach Kombination mit Carboplatin-Paclitaxel mit Atezolizumab (Ig-G
Antikdrper gegen PD-L1) oder Bevacizumab (lg-G Antikorper zur
Angiogenesehemmung) bei Patienten mit Lungenkarzinom. Patienten mit
Lebermetastasen zeigten unter einer Therapie mit der Vierfachkombination
sowohl ein deutlich verlangertes Gesamtuberleben (13,2 Monate vs.9,1 Monate),
als auch eine um 46 % verringerte Sterblickeitsrate verglichen mit einer

Dreifachkombination von Chemotherapie mit Bevacizumab (Socinski et al. 2018).

1.4 Diagnostik und Prognose
Bei vorliegendem Verdacht durch passende klinische Symptomatik oder
radiologische Auffalligkeiten auf eine maligne Raumforderung der Lunge, sollte

eine mdoglichst rasche Diagnostik erfolgen. Fir eine gute prognostische
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Aussagefahigkeit und das weitere therapeutische Vorgehen ist beim
Lungenkarzinom die Bestimmung des histologischen Typs, ggf. einschliel3lich
einer molekulargenetischen Diagnostik und der Tumorausdehnung von grof3ter

Bedeutung. (Ost et al. 2013)

Nachfolgend sind die diagnostischen Schritte anhand einer Grafik des
Tumorzentrums Munchen dargestellt und es werden die wichtigsten

diagnostischen Schritte kurz vorgestellt.

Verdacht auf
Lungenkarzinom

CT Thorax/
Oberbauch

J

Bronchoskopie

Keine

. konservative
Fernmetastasen, Pleuraerauss? Zytologie Therapie
potenziell resektabel gusst positiv? agf. Pleurodese

und operabel?

Nein

Thorakoskopie

Nein

Nein
v l
K Ja
onservative

Nein

Vd. auf
kontralateralen
Lymphknoten-
befall?

Endobrochialer oder endodésophagealer
Ultraschall mit Feinnadelbiopsie,
Mediastinoskopie oder VATS

: N2-Status Nein Ja Therapie gemaB
Stadium I11A, préitherapeutisch w Algorithmus NSGLG
oder 114, nositiv? Stadium 1118

Nein
Therapie gemin Therapie gemal Algorithmus
Algorithmus NSCLC NSCLC Stadium I/11 bzw. bei
Stadium 1A postoperativ vorliegendem

Stadium I11A, oder IIIA, gemaB
Algorithmus l\]SGLG Stadium HIA

Abbildung 2 Algorithmus zum diagnostischen Vorgehen bei
(Tumorzentrum Munchen und Huber 2017)
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Verdacht Lungenkarzinom

Neben dem Zufallsbefund einer Réntgen-Thorax Aufnahme fihren oftmals die
klinischen Symptome und typische Anamnese eines Patienten zum Verdacht des
Lungenkarzinoms. Wie zum Teil im vorhergegangenen Abschnitt schon erwahnt
sollte nach Tabakkonsum, Expositionen gegeniber Schadstoffen, genetischer
Belastung, Vorerkrankungen wie COPD und den klinischen Symptomen gefragt

werden.
Radiologische Diagnostik

Die Rontgen-Thorax Untersuchung gehort aufgrund geringer logistischer und
finanzieller Belastung und geringer Strahlendosis, trotz relativ niedriger
Sensitivitat, auch heutzutage noch immer zu den Standardaufnahmen bei

Verdacht auf Lungenkarzinom (Hoop et al. 2010).

Das Verfahren der Wahl zur radiologischen Diagnose einer Raumforderung und
zum radiologischen Staging des Tumors ist die CT-Untersuchung. Dort kbnnen
Lage, GrolRe, Ausdehnung und der weitere rdumliche Bezug, sowie maoglicher
Lymphknoten Befall dargestellt werden. Am besten fuhrt man diese mit der
Positronen-Emissions-Topografie zusammen als PET/CT durch. Die PET/CT
Untersuchung kombiniert die gute anatomische Auflésung der CT-Untersuchung
mit der Moglichkeit der bildlichen Darstellung des erhéhten Stoffwechsels von
Tumorzellen (HICKS et al. 2007; Zhang et al. 2013).

Histologischer Nachweis

Als  wichtigste  Methode zur histologischen  oder  zytologischen
Diagnosesicherung des Tumors, steht die Bronchoskopie mit invasiver
Probenentnahme zur Verfigung. Die Sputumzytologie stellt zwar die am
geringsten invasive Methode zum Nachweis eines Lungenkarzinoms dar, jedoch
ist die Sensitivitdt gering und abhangig von der Zahl gewonnener Proben sowie
der anatomischen Lage des Tumors. Kann durch oben genannte Schritte keine
sichere histologische/zytologische Sicherung erfolgen, so folgt entweder eine
weitere Bronchoskopie unter Zuhilfenahme unterstiitzender diagnostischer
Instrumente, wie der EBUS-Bronchoskopie oder eine Probengewinnung Uber
andere invasive MalRnahmen, wie einer transthorakalen Nadelbiopsie,

Mediastinoskopie oder Thorakoskopie. (Goeckenjan et al. 2010)
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1.5 Problematik der Diagnostik und Friherkennung

Ein Grund fiur die hohe Mortalitat ist der meist fortgeschrittene Zustand der
Erkrankung, da das Lungenkarzinom erst in einem spaten Stadium erste
unspezifische klinische Symptome zeigt und oftmals ein Zufallsbefund in einem
bildgebenden Verfahren ist (Howlader N et al. 2015). Zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung befanden sich in einer Studie bereits 57 % der Patienten in
einem fortgeschrittenem Stadium der Erkrankung (Siegel et al. 2015). Um diesem
Zustand entgegenwirken zu konnen, brauchte es die Mdglichkeit eines breiten,
maglichst nicht invasiven, friihzeitigen Screenings. Der Mangel an eben diesem,
ist ein Problem des Lungenkarzinoms. Weder das Screening mit Proben der
Sputum-Zytologie, noch mit dem Rodntgen Thorax, zeigen eine Reduktion der

Mortalitat bei Patienten mit Lungenkarzinom (Manser et al.- 2013).

Symptoms and Signs Frequency, %o
Cough 8-75
‘I.’i.mghtluab .................. T a—
Dyspnea A-6()
Hemoptysis 6-33

Bone pain 6-25
Llubbing | 0-20

Fever {)-20)
Weakness 0-10
e I R
Wheezing and stridor -2

Abbildung 3 Haufigkeit der klinischen Symptome und Zeichen (Ost et al. 2013)

Studien mit Niedrig-Dosis-CT-Untersuchungen zeigen eine mégliche Detektion
des Lungenkarzinoms im Frihstadium, sowie eine erhohte Effizienz und
verlangertes Uberleben der gescreenten Patienten (Swensen SJ et al. 2003)
(Nawa T et al. 2002). Die mogliche Effektivitat des CT-Screenings zeigte eine

weitere Studie, welche bei Entdeckung des Karzinoms im Stadium 1, mit
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anschlieRender Operation, eine 10-Jahres-Uberlebensrate von 92 % darstellte
(95% Konfidenzintervall) (Henschke CI et al. 2006). Die 2011 in den USA
veroffentlichten Daten des NLST verglichen an einem Patientenkollektiv von Uber
50.000 Patienten aus einem Hoch-Risiko-Kollektiv, den mdglichen Vorteil eines
Screenings fur das Lungenkarzinom mithilfe der Niedrig-Dosis-CT-Untersuchung
gegentber der konventionellen Réntgen-Thorax Untersuchung. Es zeigte sich
eine signifikante relative Reduktion der Mortalitdit um 20 % in der Gruppe der
Patienten, die sich der Niedrig-Dosis-CT-Untersuchung unterzogen hatten,
gegenuber den mit Rontgen-Thorax gescreenten Patienten (National Lung
Screening Trial Research Team 2011). Die NLST Daten kénnen durch die 2018
vorgestellte NELSON Studie belegt werden, welche in einem Hoch-Risiko-
Patienten-Kollektiv fir das Lungenkarzinom eine Reduktion der Lungenkarzinom
assoziierten Mortalitat durch Niedrig-Dosis-CT-Untersuchungen bei Mannern um
26 %, sowie bei Frauen um 39 %, zeigen konnte. Hierfir wurden die
asymptomatischen Patienten randomisiert tGiber einen Zeitraum von mindestens
10 Jahren entweder einem Screening durch multile Niedrig-CT-Untersuchungen
oder einer Kontrollgruppe ohne Screenning zugeordnet (Koning et al. 2018). Dem
CT-Screening stehen aber noch viele offene Fragen gegenuber, wie die hohe
Anzahl an falsch-positiven Diagnosen, hohe Kosten durch Einzel- und Follow-Up
Untersuchungen, vermeidbare Strahlenbelastung und weitere Studien, die die
Vorteile des Screenings teilweise nur fur ein Hochrisiko-Patienten Kollektiv sehen
(Brenner 2004; Patz et al. 2014; McMahon et al. 2011; Gutierrez et al. 2013).

Bei positivem Rontgen-, Sputum-, oder CT-Befund, erfolgt zumeist trotzdem ein
invasiver diagnostischer Schritt, da wie zuvor schon beschrieben, nur durch eine
histologische Biopsie oder positive Zytologie eine Tumor-Typ Bestimmung
maoglich ist, welche essentiell fir das jeweils anschlielRende Therapieschema ist
(William D. Travis et al. 2011).

Differenzierung Pleuraerguss

Obwohl der Ursprung fir einen malignen Pleuraerguss am haufigsten im
Vorliegen eines Lungenkarzinoms liegt, kdnnen auch weitere onkologische

Diagnosen, wie Brust-, Magen- oder auch Ovarialkarzinom zu einem malignen



Erguss fuhren (Neragi-Miandoab 2006). Die Sensitivitdt der zytologischen
Untersuchung des malignen Pleuraergusses liegt ca. bei 60%, bei einer Streuung
von 40-87% (Light 2013). Dennoch stellen sich auch 50% der Pleuraergusse bei
nachgewiesener maligner Diagnose als benigne dar (Heffner und Klein 2008).
Eine zuverlassige Diagnose bezilglich des Ursprungs und der Malignitat des
Pleuraergusses ist durch die alleinige zytologische Untersuchung aktuell noch
nicht immer moglich. In der klinischen Praxis fehlt noch ein diagnostischer

Biomarker, der eine genauere Differenzierung des Ergusses zulasst.

1.6 Therapie

Operation

Die operative Therapie findet ihre Anwendung vor allem bei Tumoren, die sich in
einem frihen und lokalen Stadium, meist Stadium | und I, befinden. Eine totale
Lobektomie ist bei ausreichender Lungenfunktion aktuell noch das Verfahren der
Wahl. Die Lungenfunktion, gemessen an der FEVi, wird durch eine
Segmentektomie signifikant geringer reduziert als durch eine Lobektomie. Nach
zwei Monaten zeigte sich eine Differenz der initialen FEV1 von 3-10 % und nach
12 Monaten eine Differenz von 4—7 % (Charloux und Quoix 2017). In einer 2018
vertffentlichten Studie zeigte sich hingegen fur Tumore im Stadium | kein
signifikanter Vorteil der Lobektomie gegeniber einer Segmentektomie oder einer
VATS beziglich des 5 Jahres-Krankheitsfreien-Intervalls (p=0.76) und der 5-
Jahres-Uberlebensrate (p=0.223) (Ha et al. 2018). Eine zuséatzliche
Chemotherapie oder Radiotherapie ist oft ndtig und sorgt fir ein verbessertes
Uberleben der Patienten (Vansteenkiste et al. 2014; Arriagada et al. 2004;
Goeckenjan et al. 2010).

Strahlentherapie

Die Strahlentherapie spielt in der Behandlung des Lungenkarzinoms eine
tragende Rolle und wird als Kombinationspartner in der Radiochemotherapie
eingesetzt. Sowohl in einer kurativen Situation mit direkter Tumorbestrahlung, als
auch zur Symptombekampfung in palliativen Situationen, zeigt die Bestrahlung
gute Ergebnisse. Zu vermeiden ist eine zu grol3e Einschrankung der Patienten in

ihrer  Lebensqualitit oder Belastungsfahigkeit, welche durch die
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Nebenwirkungen, wie einer Pneumonitis entstehen kénnen (Goeckenjan et al.
2010; Haslett et al. 2014).

Chemotherapie

Als adjuvante Therapie kommt die Chemotherapie bei Patienten mit
Lungenkarzinom in einem frihen Stadium zum Tragen. In der LACE Studie
bewirkt eine adjuvante Chemotherapie einen Anstieg der 5-Jahresrate von 5,4%
und einen Abfall der Krebsbedingten Mortalitdt um 6,9%, im Vergleich zu einem
Patientenkollektiv, das keine adjuvante Chemotherapie erhielt. Die
Nebenwirkungen der Chemotherapie kdnnten der Grund fir den Anstieg um
1,4% der nichtkarzinom bedingten Todesfalle sein und lasst die Frage, welche
Patienten von einer adjuvanten Chemotherapie wirklich profitieren, weiterhin
offen (Pignon et al. 2008). Ahnliche Ergebnisse liefern aktuell neoadjuvante

Ansatze.

Das Lungenkarzinom im Stadium 1V, ist zum heutigen Stand der Medizin zwar
behandelbar, aber nicht heilbar. Patienten im Stadium IV werden im Zuge einer
palliativen Behandlung meist einer Kombinationstherapie auf Grundlage von
Carbo- oder Cisplatin unterzogen (Novello et al. 2016; Masters et al. 2015). Als
Erweiterung der Standard-Chemotherapie-Schemata, nutzt man einzelne
Mutationen des zugrundeliegenden Tumors. So profitieren Patienten im Stadium
IV mit einer EGFR-Mutation vom Einsatz des Tyrosinkinase Inhibitors Afatinib als
Erstlinientherapie, mit einer signifikanten Verlangerung des progressionsfreien
Uberlebens (11,1 Monate vs. 6,9 Monate; p=0,001) (Sequist et al. 2013).

Neue Therapieansatzmdglichkeiten

Die fehlende kurative Wirkung und das breite Spektrum der Nebenwirkungen der
vorhandenen Chemotherapeutika veranlassen dazu, neue Ansatzpunkte in der
Therapie des Lungenkarzinoms zu erforschen. Ein mittlerweile in anderen
Krebsarten schon vielfach erfolgreich umgesetzter Ansatzpunkt, ist der Einsatz
spezifischer monoklonaler Antikérper, insbesondere Immun-Checkpoint-

Inhibitoren.

So zeigen sich auch in der Therapie des Lungenkarzinoms langsam erste
Erfolge. Der Einsatz von Nivolumab, ein monoklonaler Antikérper der als PD-1-

Inhibitor fungiert, konnte im Vergleich zu einer systemischen Therapie mit
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Docetaxel, nach einem Follow-Up von mindestens zwei Jahren, eine verlangerte
Gesamtluberlebensrate (23 vs. 8% & 29 vs. 13%), bei gleichzeitiger besserer
Vertraglichkeit der Therapie, zeigen. Eingeschlossen wurden Patienten, die
einen Progress wahrend oder nach einer platinbasierten Kombinationstherapie
zeigten und die Diagnose eines NSCLC hatten (Horn et al. 2017).

Ein weiteres erfolgreiches Beispiel fur den Fortschritt auf der Grundlage der
Immuntherapie ist der Einsatz des Immun-Checkpoint-Inhibitors Pembrolizumab,
welcher auch zu den PD-1 Inhibitoren gezahlt wird. Eine alleinige
Immunonkologische Therapie bei Patienten mit NSCLC, die eine PD-L1
Expression bei mehr als 50% der Tumorzellen und keine EGFR- oder ALK-
Mutation zeigten, hat sich mittlerweile als Erstlinientherapie gegenuber einer
platinbasierten Chemotherapie durchgesetzt. Eine alleinige Pembrolizumab-
Therapie fuhrte zu einem verlangerten Progressionsfreien Intervall (10,3 Monate
vs. 6,0 Monate), sowie einem verlangerten Gesamtiberleben (nach 6 Monaten
80,2% vs. 72,4%) im Vergleich zu einem Schema mit platinbasierter
Chemotherapie (Reck et al. 2016; Hui et al. 2017).

Auch in der Kombination der Immunonkologie mit der klassischen
Chemotherapie konnten fir eine Therapie mit einem Checkpointinhibitor wie z.B.
Pembrolizumab Erfolge gezeigt werden. Fur die Zulassungsstudie fur
Pembrolizumab wurden Patienten mit der Diagnose eines NSCLC, welches nicht
vom Typ Plattenepithelkarzinom war und keine EGFR- oder ALK Mutation zeigte,
in zwei Gruppen eingeteilt. Beide Gruppen erhielten die gleiche platinbasierte
Chemotherapie und Pemetrexed, wohingegen nur eine der beiden Gruppen mit
zusatzlich 200 mg Pembrolizumab therapiert wurde und die andere Gruppe ein
Placebo erhielt. Im direkten Vergleich stellte sich fir die Gruppe, welche
zusatzlich Pembrolizumab erhielt, ein deutlich verlangertes progressionsfreies
Intervall von 8,8 Monaten im Vergleich zu 4,9 Monaten bei der Placebogruppe
heraus. Auch beim Gesamtiberleben nach 12 Monaten ergab sich ein statistisch
signifikanter Vorteil fur die mit Pembrolizumab therapierte Gruppe (69,2% vs.
49,4%). Die Ergebnisse der Studie stellten sich als unabh&ngig vom PD-L1
Status der Tumorzellen dar (Gandhi et al. 2018).
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2 Immunologische Grundlagen

2.1 Einfahrung

Die Aufgabe des Immunsystems ist es unter anderem fremde und defekte Zellen
zu erkennen und auszuschalten. Tumorzellen kénnen sich mit verschiedenen
Mechanismen, wie zum Beispiel durch Antigenverlust, dem Erkennen und Abbau
durch das Immunsystem entziehen und sich somit trotz intaktem Immunsystem
weiter ausbreiten (Balkwill et al. 2012; Beatty und Gladney 2015).

Sowohl das Wachstum und die Differenzierung als auch die Metastasierung des
Tumors, ist eng verknUpft mit der Interaktion der einzelnen Tumorzellen und dem
Immunsystem des Korpers. Neben einer direkten zellvermittelten Interaktion der
Tumorzellen, wie zum Beispiel einer Induktion der Apoptose und Dysfunktion von
CD8+-Zellen, scheint auch das direkte Tumormilieu, welches durch Zytokine und
Interleukine beeinflusst wird, ein wichtiger Faktor fir das Uberleben und
Differenzieren der Tumorzellen zu sein (Whiteside 2010; Pandolfi et al. 2011,
Whiteside 2002).

Eine weitere Beeinflussung der Tumorzellen und des Tumormilieus scheint durch
chronische und akute Infektionszustéande zustande zu kommen. Schon Virchow
entdeckte im Jahre 1863 einen Zusammenhang zwischen kanzerogenen
Lasionen und dem Einfall von Leukozyten. Heutzutage vermutet man, dass 25%
der malignen Erkrankungen auf eine chronische oder akute bakterielle oder virale

Infektion zuriickgehen (Hussain und Harris 2007; Rudolf Virchow 1863)

Als l6sliche Glykoproteine spielen Zytokine eine zentrale Rolle bei der Regulation
von Immunantworten sowie bei interzellularen Signalibermittlungen (Hollander
2006). Sie konnen von Immunzellen und anderen Zellen, wie Epithelzellen,
Makrophagen oder Endothelzellen gebildet werden. Ihre Wirkung Uben sie
autokrin, parakrin oder endokrin, nach Bindung an zelloberflachenstandigen
Rezeptoren aus und konnen zum Beispiel als Wachstumshormone das
Wachstum verschiedener Zellen aktivieren und deaktivieren (Miksitis und Hahn
2004; Roitt et al. 1995). In ihrer Funktion als Botenstoffe arbeiten sie in einem
Netzwerk aus mehreren Beteiligten und interagieren mit anderen Faktoren, wie

z.B. anderen Zytokinen oder Chemokinen (Schutt und Broker 2011).
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Im Weiteren folgt eine kurze Ubersicht der Zytokine, die in der vorliegenden
Arbeit untersucht wurden. Um ein moglichst breites Feld des immunologischen
Milieus der Tumorzellen abdecken und gleichzeitig spezifische Fragestellungen
beantworten zu kdnnen, erstellten wir Kategorien, anhand derer eine Auswahl
der Zytokine durch vorangegangene Studienergebnisse und Literaturrecherche

maoglich wurde.
Es stellten sich folgenden vier Kategorien als erfolgsversprechend heraus:

1. Proinflammatorisch
CXCL-5
TFF-3
IL-6
IL-8

2. Pro-Angiogenetisch
MMP-9
Angiogenin
VEGF
TGF- 31
TGF- 32

3. IGF-Achse
IGF-1
IGFBP-3

4. Auf Vorarbeiten der Arbeitsgruppe basierend
IL-22

2.2 Untersuchte Zytokine
CXCL5

CXCLS5 ist als Protein Teil der Familie der Chemokine und maf3geblich am
Prozess der Inflammation, insbesondere als Trigger zur Einwanderung
Neutrophiler Granulozyten ins Zielgewebe, beteiligt (Jeyaseelan et al. 2004). Als
produzierende Zellen werden Thrombozyten und innerhalb der Lunge
insbesondere Alveolar-Epithel-Zellen vom Typ 2 angesehen (Koltsova und Ley
2010; Jeyaseelan et al. 2005). Uber die Aktivierung der AKT und MAPK
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Signalkaskaden ist es CXCL5 mdoglich Tumorproliferation, Invasion und

Wachstum zu férdern (Kongju et al. 2017).
TFF3

TFF3 ist Teil der Trefoil Factor Family, welche eine Gruppe kleiner Peptide ist,
die vor allem im sekretorischen Milieu von Muzin produzierenden Zellen, vor
allem intestinal, sezerniert wird und dem Erhalt und Aufbau der Schleimhaut
dient. Die Entfaltung der protektiven Wirkung erfolgt tber den EGF-R und PIK3-
Akt Signalweg (Kjellev 2008; Tomasetto 2001). Eine signifikante Akkumulation
findet sich auch im muzindsen unteren Respirationstrakt, der durch die
Koproduktion von TFF3 und anderer Muzine in den dort ansassigen Becherzellen
bedingt ist (WIEDE et al. 1999). Zusammen mit VEGF potenziert TFF3 die
proinvasive Aktivitat tUber STAT3 beim Colonkarzinom (Rivat C et al. 2005).

MMP-9

MMP-9 besitzt die Fahigkeit, als Zink abhangige Endopeptidase Kollagen 4 und
Laminin 5 abzubauen, welche essentielle Strukturen der Extrazellularmatrix sind.
Metastasierende Tumorzellen nutzen diese Fahigkeit, um die Basalmembran
leichter zu durchdringen und sich den notwendigen Platz zur Proliferation zu
schaffen. In einem in-vivo Model bei Mausen konnte in Zellen des
Pankreaskarzinoms ein Angiogenese induzierender Effekt durch eine VEGF
Erhohung beobachtet werden (Deepak et al. 2006; Hanahan et al. 2000). Eine
Sekretion findet durch eine weite Anzahl an Zellen, wie Makrophagen,

Neutrophilen Granulozyten und Fibroblasten statt (Yabluchanskiy et al. 2013).

Angiogenin

Angiogenin besitzt die Moglichkeit durch die Bindung an Typ a-Actin die
Basalmembran und Extrazellularmatrix zu zerstéren und bietet darausfolgend
Endothelzellen die Mdoglichkeit der Penetration und Migration. Erhohte
Zellproliferation und verstarkte Angiogenese werden zum einen durch eine
Aktivierung diverser Zellsignalwege, wie zum Beispiel ERK 1/2 und zum anderen
durch eine verstéarkte rRNA Transkription wichtiger Enzyme bewirkt (Gao und Xu
2008). Eine wichtige Funktion ist die Inhibition von p53, wodurch Angiogenin
antiapoptotisch  wirkt und das Zelluberleben foérdert. Unter einem

Angiogenininhibitor konnte die Tumorprogression, sowie vereinzelt auch das
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Tumorwachstum von Zellen des Oralkarzinoms durch Angiogenese Inhibition
gestoppt werden (Sadagopan et al. 2012; KOJI KISHIMOTO et al. 2014).

VEGF

VEGF wirkt als potenter angiogenetischer Faktor, der von diversen Zellen (z.B.
einige Tumorzellen, Makrophagen, Endothelzellen, Mesangiumzellen und
weiteren) sezerniert wird und bei einer Vielzahl an soliden Tumoren erhoht ist.
Auch eine BCL2 Upregulation und Verhinderung der Apoptose bei
Mammakarzinom konnte beobachtet werden (Madame Curie Bioscience
Database 2000-2013). Uber die Bindung an Tyrosinkinaserezeptoren erfolgt eine
Aktivierung diverser Signaltransduktionswege, die zu einer erhghten
Proliferation, verlangertem Uberleben, erhohter Permeabilitat und vermehrter
Migration der Zellen fuhrt (Hoeben 2004).

IGE-1

IGF-1 ist Teil der ,IGF-Achse, entwickelt seine Wirkung zum Teil parakrin Gber
seinen eigenen Rezeptor (IGF-1R), aber auch endokrin und wird hauptséchlich
in der Leber produziert. Auch eine lokale Produktion ist moglich und besonders
in der Lunge sind bronchiale Epithelzellen als Produktionsort detektiert worden
(Merimee und Zvi Laron 2006; Lann und LeRoith 2008; Zhang et al. 1999). Als
Mediator des GH und Tyrosinkinaseaktivator tUber IGF1-R, beeinflusst IGF-1
zahlreiche Signalwege (MAPK/Ras-Raf-Erk; PI3SK/AKT etc.) und hat daruber
hinaus Einfluss auf Entwicklung und Wachstum der Zelle (Arnaldez und Helman
2012).

IGEBP-3

IGFBP-3 bindet als Mitglied der ,IGF-Achse” 75-90 Prozent des zirkulierenden
IGF-1. Zusatzlich besitzt es noch IGF-1/IGFR abhéngige und unabh&ngige
Funktionen, wie zum Beispiel die Verstarkung oder Abschwachung einiger
Effekte von IGF-1 und IGF-2, wie Zellproliferation und Apoptose. IGFBP-3 wird
oft mit der Pathogenese eines Tumors, zum Beispiel des 6sophagealen
Plattenepithelkarzinoms, in Verbindung gebracht (Natsuizaka et al. 2014; Jogie-
Brahim et al. 2009).
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IL-6

Dem Zytokin IL-6 werden vielféltige biologische Wirkungen, wie zum Beispiel die
Regulation der humoralen und zellvermittelten Immunabwehr, eine lokale
Beeinflussung der Immunabwehr und Férderung des Zellwachstums diverser
Krebs-Zelllinien zugeschrieben (S. und M. 1999). Als proinflammatorisches
Zytokin wird es nach Fremdantigenbindung an TOLL-Rezeptoren synthetisiert
und freigesetzt und wirkt sowohl als Differenzierungsfaktor fur B- und T-Zellen,
als auch als Aktivierungsfaktor fur T-Zellen. Erhdhte IL-6 Werte bei Patienten mit
Karzinom sind mit schlechterer Prognose verbunden. Die Autokrine IL-6
Produktion von Tumorzellen sorgt fur eine folgende Stimulation diverser Faktoren
(z.B. MMP, VEGF, STAT3), welche Tumorprogression, Metastasierung und
Angiogenese fordern (Lippitz 2013; Fisher et al. 2014).

IL-8

IL-8 zahlt zu den proinflammatorischen Zytokinen, welches durch seine
Signalwege Einfluss auf Transkriptionsfaktorregulation, Modulation der
Translation des zellularen Proteoms und die posttranslationale Regulation einiger
Zellskelettproteine hat. Durch diese Effekte verstarkt IL-8 die Einwanderung
Neutrophiler Granulozyten durch Chemotaxis, die Migration von Tumor und
Endothelzellen, die Angiogenese von Endothelzellen, sowie das Wachstum der
Tumor- und Endothelzellen. Uber die Interaktion mit den G-Protein gekoppelten
Rezeptoren CXCR 1+2, triggert IL-8 proangiogenetische Aktivitat durch das
Vorkommen von CXCR an Endothelzellen (Waugh und Wilson 2008; Brat 2005).

TGF-R1

TGF-R31 ist ein Protein, welches als Homodimer vorliegt und diverse Funktionen
im Kaorper ausfuhrt. So kann es zum Beispiel im Rahmen einer Inflammation die
Makrophagenaktivierung inhibieren (Reed 1999). Desweiteren reguliert es als
Inhibitor Zellproliferation und dient als Promotor fir Zelldifferenzierung und
Zellbewegung. Tumorzellen verlieren den antimitotischen Effekt von TGF-31 und
besitzen die Moglichkeit TGF-B1 selbst zu sezernieren. Durch die TGF-I31
Sekretion entsteht ein immunsupprimiertes, proangiogenetisches Milieu, welches

sie bei Tumorwachstum und Metastasierung unterstitzt (Kajdaniuk et al. 2013).
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TGE-R2

Erhohte TGF-32 Level fuhren zu vermehrter Expression von NF-kB und damit zu
einem verbesserten Uberleben diverser Tumorzellen. Uber den TGF-R
Signalweg kann TGF-32 helfen, Wachstum und Proliferation zu kontrollieren und
besitzt die Fahigkeit Apoptose und Wachstumsstillstand der Zellverbénde zu
induzieren (Lu et al. 2004; Heldin et al. 2009).

IL-22

Als Zytokin der IL-10 Superfamilie wird IL-22 von T-Zellen (TH-22/17/1), NK-
Zellen, dendritischen Zellen und einigen anderen gebildet. Seine Wirkung
entfaltet IL-22 vor allem Uber die IL-22R und IL-10BR Rezeptoren, welche auf
Epithelzellen, Hepatozyten und Zellen des Immunsystems zu finden sind,
generell aber ubiquitdr vorkommen (Wolk et al. 2010; Zenewicz und Flavell
2011). Uber den STAT3 und ERK Signalweg entwickelt IL-22 eine
gewebeprotektive ~ Wirkung durch Anti-apoptotische und proliferative
Eigenschaften (Muhl et al. 2013). Die IL-22-Produktion in der Lunge wird vor
allem durch Alveolarmakrophagen und dendritische Zellen reguliert (McAleer und
Kolls 2014).
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3 Zielsetzung

Das Lungenkarzinom ist auch heutzutage noch eine der haufigsten
Tumorerkrankungen weltweit, welche bei bisher mangelnder Frihdiagnostik oft
erst in einem fortgeschrittenen Stadium entdeckt wird und somit eine schlechte

5-Jahres-Uberlebensrate zeigt.

Das Ziel der Arbeit war die Quantifizierung einzelner Zytokine (CXCL5, TFF3,
MMP-9, Angiogenin, VEGF, IGF-1, IGFBP-3, IL-6, IL-8, TGF-R1, TGF-R2, IL-22)
in Pleuraerguss und Serum von Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich zu
Patienten ohne Lungenkarzinom. Davon erwarteten wir die Mdglichkeit, den
Zusammenhang zwischen den einzelnen Zytokinen und der Tumorzelle ndher
definieren zu kénnen. Von einem Vergleich der beiden Kompartimente, Serum
und Pleuraerguss, erhofften wir uns, Rickschlisse auf die sekretorische Quelle
und die prognostische Bedeutung der einzelnen Zytokine ziehen zu kdnnen.

Eine Korrelation von Parametern systemischer Inflammation mit den lokal
erhobenen Zytokinspiegeln soll sich damit beschaftigen, ob die Zytokinspiegel
vor Ort als Abbild systemischer Inflammation gesehen werden kénnen oder auch

durch lokale Biomechanismen getriggert sein kbénnen.

Die Studie kdnnte somit zum einen Hinweise fur einen neuen Biomarker geben
und zum anderen zum Verstandnis der Immunologie des Tumormilieus

beitragen.
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4 Material und Methoden

4.1 Patienten
Patientengut

Das Patientenkollektiv besteht aus 30 Patienten, die zwischen November 2014
und Marz 2016 im Klinikum der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen -
Campus Innenstadt behandelt worden sind. Einschlusskriterien waren ein
vorliegender Pleuraerguss mit notwendiger Punktion oder Anlage einer Drainage,
sowie das Einverstandnis der Patienten. Alle Pleurapunktionen waren klinisch
indiziert und wurden unabhangig von der Studie als Routineeingriff mit
diagnostischer und/oder therapeutischer Zielsetzung durchgefiihrt. Die
durchgefiihrte Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat Minchen

als ethisch und rechtlich unbedenklich anerkannt.

4.2 Material

Die Serumproben wurden mit Einverstandniserklarung der Patienten mit einer
peripheren Venenpunktionskanile entnommen, Uber 15 Minuten mit 1500
Umdrehungen/Minute zentrifugiert und das Plasma anschlieBend auf 1ml
pipettiert und bei -23 Grad eingefroren. Entnommen wurden zwischen 10 und
15ml Serum, woflir zwei 7,5ml Serum-Gel-Rohrchen der Firma Sarstedt

verwendet worden sind.

Die Proben des Pleuraergusses wurden mit Einverstandniserklarung der
Patienten entweder direkt zum Zeitpunkt der Pleurapunktion gewonnen oder
vereinzelt aus liegender Thoraxdrainage entnommen. Falls die Proben direkt aus
einer liegenden Thoraxdrainage entnommen wurden, wurde darauf geachtet,
keinen Uberstand der Flissigkeit aus dem System zu entnehmen. Dies wurde
gewahrleistet, indem eine, an das jeweilige System angepasste Menge, vor
Probenabnahme abgenommen und verworfen wurde. Die Proben des Ergusses

wurden zu je 8-mal 1ml pipettiert und auch bei -23 Grad eingefroren.

Da die Studie als Orientierungsstudie durchgefuhrt wurde und kein Aufbau einer
Biobank angedacht war, wurden keine weiteren Werte, ausser den in der Studie

vorgestellten, aus den Serum- und Pleuraergussproben bestimmit.
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4.3 Methoden

4.3.1 Allgemein
Alle Zytokinkonzentrationen wurden mittels Sandwich-ELISA in den Proben
bestimmt. Ein Sandwich-ELISA dient zum Nachweis bestimmter Antigene in
Flissigkeiten, im hier vorliegenden Fall von Pleuraflissigkeit und Serum der

Patienten.

Die Mikrotitertestplatte, welche als Tragersubstanz dient, ist mit einem Antikdrper
gegen das gesuchte Antigen beschichtet. Nach Zugabe der Probe bindet das
Antigen, soweit vorhanden, an den Antikdrper. Zur Bestimmung der Menge der
gebundenen Antigene wird ein zweiter Antikdrper hinzugefligt, der in
entsprechender Menge an das schon gebundene Antigen bindet (,Sandwich®).
An diesen sekundaren Antikorper ist ein Enzym gekoppelt, welches in der Lage
ist, einen hinzugefigten Farbstoff photometrisch zu spalten. Diese
Enzymaktivitat kann photometrisch erfasst werden und ist proportional zur

gebundenen Menge des Zielantigens.

Zur Vergleichbarkeit der Antigenkonzentration und der beobachteten
Farbreaktion, wird fir jeden ELISA eine Standardverdiunnungsreihe erstellt.
Diese Standardverdinnungsreihe gibt die Eichkurve vor, welche zur Korrelation

von Farbreaktion und Antigenkonzentration dient.

Vor Zugabe des zweiten Antikorpers und der Farblosung wird die Platte in
mehrmaligen Waschgéngen ausgewaschen, um ungebundene Bestandteile zu
entfernen und somit falsch positive Ergebnisse zu vermeiden. Zur Herstellung
der Waschlosung wurden 20 ml der Wasch-Puffer-Konzentration mit 480 ml
destilliertem Wasser zu insgesamt 500 ml Waschldésung gemischt.

Alle Proben und Standardkonzentrationen wurden doppelt bestimmt. Zu Beginn
jeder Messung wurden alle Reagenzien, Standardverdinnungen und Proben,

wie im jeweiligen Produkt angewiesen, vorbereitet.
Wasch Prozedur:

Im ersten Schritt entfernte man jegliche Restflissigkeit aus der Platte, indem man
diese Uber einem Waschbecken ausleerte. Um auch kleinste Flussigkeitsreste
mit zu entfernen, wurde die Platte Gber einem Papiertuch 5-mal ausgeklopft. Im

nachsten Schritt fulte man jede Vertiefung (= ,Well) mit 400 pl der
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Standardwaschlésung. Um die Platte von der Waschlosung zu entfernen, wurde
die Platte erneut ausgeleert und ausgeklopft. Fir jeden Waschgang wurden oben

genannte Schritte nach Vorgabe wiederholt.

Bis auf die Bestimmung der IL-22 Konzentrationen wurden alle Prozeduren in
dem zur Medizinischen Klinik V zugehorigen Labor durchgefuhrt und
dokumentiert. Die Durchfuhrung der IL-22 ELISA-Tests erfolgte aufgrund
notwendiger erweiterter technischer Voraussetzungen durch geschatzte
Kollegen der Klinischen Pharmakologie des Klinikum der Ludwig-Maximilians-

Universitat Minchen.

4.3.2 Zytokine
CXCL5/ENA78

Die Bestimmung der CXCL5/ENA78 Werte erfolgte mit dem Human
CXCL5/ENA-78 Quantikine ELISA Kit DX000 der Firma R&D Systems (R&D
Systems, Minneapolis, Minnesota, USA).

1. Jede Well wurde mit 200 pl des Verdunnungspuffers RD1IW und
darauffolgend noch mit je 50 ul der Standardverdiinnungsreihe der Serum-
oder der Pleuraflissigkeitproben befiillt. Unter Verschluss wurde die Platte 2
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

2. Mit je 400 ul der Waschlésung folgten nun pro Well 3 Waschungen und
darauffolgendem Hinzufligen von 200 pl des ,CXCL5/ENA-78Conjugat®. Die
Platte inkubierte nach beendeter Waschung wie in 1) beschrieben fur weitere
zwei Stunden.

3. Nach Abschluss der Inkubation wurden die Well wie in 2) beschrieben erneut
gewaschen und mit 200 ul der Farblésung geflllt. Bei Raumtemperatur
inkubierte die Platte fur 30 Minuten unter Lichtausschluss. Die farblose
Ldsung wechselte in einen Blauton.

4. Ein Farbumschlag von blau auf gelb konnte nach Hinzugabe von 50 pl der
Stoplésung beobachtet werden.

5. Innerhalb von 30 Minuten erfolgte das Auslesen der Platte bei einer
Wellenlange von 450nm in einem geeignetem ELISA-Platten-Leser.
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TFF-3

Die Bestimmung der TFF-3 Werte erfolgte mit dem Human TFF3 Immunoassay
Quantikine ELISA Kit DTFF30 der Firma R&D Systems (R&D Systems,

Minneapolis, Minnesota, USA).

1.

Jede Well wurde zuerst mit 100 pl des Verdinnungspuffers RD1-68 befllt.
Anschliessend wurden noch je 50 pl der Standardverdinnungsreihe, der
Serum- oder der Pleuraflissigkeitproben einzeln hinzugegeben und dann
auf einem Mikroplatten Rundschuttler (500 + 50 rpm) fur zwei Stunden bei
Raumtemperatur unter Verschluss inkubiert.

Mit je 400 pl der Waschlosung folgten nun vier Waschungen pro Well und
darauffolgendem Hinzufigen von 200 ul des ,TFF3Conjugat‘. Die Platte
inkubierte daraufhin wieder wie in 1) beschrieben fir zwei Stunden.

Nach erneuter Waschung wie in 2) wurden 200 ul der Farblésung
hinzugefugt und die Proben fur 30 Minuten bei Raumtemperatur auf ebener
Flache ohne Lichtzufuhr inkubiert. Die farblose Lésung wechselte in einen
Blauton.

Ein Farbumschlag von blau auf gelb konnte nach Hinzugabe von 50 pl der
Stoplosung beobachtet werden.

Das Auslesen der Platte erfolgte innerhalb von 30 min bei einer Wellenlange

von 450 nm in einem geeignetem ELISA-Platten-Leser.

MMP-9

Die Bestimmung der MMP-9 Werte erfolgte mit dem Human MMP-9 Quantikine
ELISA Kit DMP900 der Firma R&D Systems (R&D Systems, Minneapolis,
Minnesota, USA).

1. Jede Well wurde mit 100 pl des Verdunnungspuffers RD1-34 und je 100
pl der Standardverdinnungsreihen und Proben befiillt. Die Platte wurde
verschlossen und inkubierte fir zwei Stunden bei Raumtemperatur auf
einem horizontalen Mikroplattenschdttler (500 +/- 50 rpm).

2. Nach vier Waschgéangen mit je 400 pl der Waschlosung fiigte man zu jeder
Well 200 ul des ,Human MMP-9 Conjugate” und liess die gesamte Platte
verschlossen fir eine weitere Stunde bei Raumtemperatur auf dem

Mikroplattenschdittler inkubieren.
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3. Nach Abschluss der Inkubation wurde jede Well erneut in vier

Waschgangen ausgewaschen. Darauffolgend pipettierten wir in jede Well
200 pl der Farblésung. Unter Lichtausschluss inkubierte die Platte fir 30
Minuten.

Ein Farbumschlag von blau zu gelb, konnte nach Hinzufligen von 50 ul der
Stoplésung beobachtet werden.

Innerhalb von 30 min ist die Platte bei 450nm und geeignetem ELISA-
Platten-Leser ausgelesen worden.

Angiogenin

Die Bestimmung der Angiogenin Werte erfolgte mit dem Human Angiogenin
Immunoassay Quantikine ELISA Kit DANOO der Firma R&D Systems (R&D

Systems, Minneapolis, Minnesota, USA).

1.

In jede Well wurde 50 pl des Verdinnungspuffers RD1W und 200 pl der
Standardverdiinnungsreihe oder der Patientenproben ein pipettiert. Das
Ganze inkubierte verschlossen fur eine Stunde bei Raumtemperatur.

Nach 3 Waschgangen mit je 400 pl Waschlésung pro Well wurden 200 pl des
.,Human ANG Conjugate” hinzugefugt und das ganze wieder fur eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert.

Es folgten drei weitere Waschgange wie in 2), mit anschlieBendem
einpipetieren von 200 pl der Farblésung. Die Platte inkubierte nun fr 20 min
unter Lichtausschluss. Die Losung wechselte ihren Farbton von farblos in
einen Blauton.

Mit Zugabe von 50 ul der Stoplésung konnte ein Farbumschlag von blau zu
gelb beobachtet werden.

Innerhalb von 30 min ist die Platte bei 450nm und geeignetem ELISA-Platten-

Leser ausgelesen worden.

VEGF

Die Bestimmung der VEGF Werte erfolgte mit dem Human VEGF Quantikine
ELISA Kit DVEOO der Firma R&D Systems (R&D Systems, Minneapolis,
Minnesota, USA).
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1. FUr die Serumproben wurde jede Well mit 100 ul des Verdiinnungspuffers
RD1W befullt. Jede Well der Pleurafliissigkeitsproben wurde mit 50 ul des
Verdinnungspuffers RD1W gefulit.

2. Die Well der Serumproben wurden mit 100 ul der Standardverdiinnungsreihe
oder der Serumproben befullt. Die Well der Pleuraflissigkeitsproben wurden
mit 50 ul der Verdiinnungsreihe und 50 ul der Pleurafliissigkeitsproben befllt.
Die Platte wurde verschlossen und bei Raumtemperatur fur 2 Stunden
inkubiert.

3. Alle Well wurden in drei Waschdurchgédngen mit je 400 ul der Waschlésung
gewaschen.

4. Anschliessend wurde jeder Well 200 uyl des ,Human-VEGF-Conjugat"
hinzugeflgt, die Platte neu verschlossen und bei Raumtemperatur fir 2
Stunden inkubiert

5. Nach erneuter Waschung wie in 3) beschrieben, wurden alle Well mit 200 pl
der Farblésung beflllt. Die Serum- und zugehérigen Standardproben
inkubierten bei Raumtemperatur ohne Lichtzufuhr fir 25 min. Die
Pleuraflissigkeits- und zugehorigen Standardproben inkubierten bei
Raumtemperatur ohne Lichtzufuhr fir 20 min. Bei allen Proben konnte ein
Farbumschlag der Lésung von farblos auf blau beobachtet werden.

6. Bei Zugabe von 50 pl der Stoplésung konnte ein Farbumschlag von blau auf
gelb beobachtet werden.

7. Innerhalb von 30 min ist die Platte bei einer Wellenlange von 450 nm mit

einem geeigneten ELISA-Platten Lesegerat abgelesen worden.

IGE-1

Die Bestimmung der IGF-1 Werte erfolgte mit dem Human IGF-1 Quantikine
ELISA Kit DG100 der Firma R&D Systems (R&D Systems, Minneapolis,
Minnesota, USA).

1. Jede Well wurde mit 150 pl des Verdinnungspuffers RD1-53 befillt.
Darauffolgend ist in jede Well noch 50 pl der Standardverdiinnungsreihe, der
Serumflussigkeit oder der Pleurafliissigkeit pipettiert worden. Die Platte wurde
versiegelt und bei 2-8 °C fur zwei Stunden inkubiert.

2. In vier Waschgangen mit je 400 pl der Waschlésung wurde jede Well nach
der Inkubation gewaschen.
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3. Zu jeder Well fugte man anschliessend 200 pl des kalten ,IGF-1 Conjugat”
hinzu. Die Platte wurde erneut versiegelt und bei 2-8 °C flr eine weitere
Stunde inkubiert.

4. Wie in 2) beschrieben wurde jede Well nach abgelaufener Inkubation
gewaschen

5. In jede Well wurde mit 200 pl der Farblésung befullt und unter
Raumtemperatur und Lichtausschluss fur weitere 30 Minuten inkubiert. Die
farblose Losung wechselte in einen Blauton.

6. Bei Zugabe von 50 pl der Stoplésung konnte ein Farbumschlag von blau auf
gelb beobachtet werden.

7. Innerhalb von 30 Minuten ist die Platte mit einem geeigneten Lesegerat bei
einer Wellenlange von 450 nm ausgelesen worden.

IGFBP-3

Die Bestimmung der IGFBP-3 Werte erfolgte mit dem Human IGFBP-3
Quantikine ELISA Kit DGB300 der Firma R&D Systems (R&D Systems,

Minneapolis, Minnesota, USA).

1.

In jede Well wurden 100 pl des Verdunnungspuffers RD1-62 pipetiert. Im
nachsten Schritt wurden 100 pl der Standardverdinnungsreihe, der
Serumproben oder der Pleuraflissigkeit hinzugefiigt und die komplette Platte
verschlossen und bei 2-8 °C fur zwei Stunden inkubiert.

Mit je 400 pl der Waschlosung wurde jede Well anschliessend in insgesamt
vier Durchgadngen gewaschen.

Im nachsten Schritt wurde jede Well mit 200 pl des kalten ,|IGFBP-3 Conjugat®
geflllt, die komplette Platte mit einer neuen Folie abgedichtet und bei 2-8 °C

fur weitere zwei Stunden inkubiert.

4. Wie in 2) beschrieben wurde das Waschen der Well wiederholt

5. Nach Hinzufiigen von 200 pl Farblésung inkubierten die Proben unter

Lichtausschluss fiir 30 Minuten. Die Lésung wechselte ihren Farbton von
farblos in einen Blauton.
Nach Zugabe von 50 pl der Stoplésung konnte ein Farbumschlag von blau
auf gelb beobachtet werden.
Mit einem geeigneten Lesegerat ist die Platte bei einer Wellenlange von 450
nm ausgelesen worden.

26



IL-6
IL-6 Serum

Die Bestimmung der IL-6 Serum Werte erfolgte mit dem Human IL-6 Quantikine
ELISA Kit HS600B der Firma R&D Systems (R&D Systems, Minneapolis,
Minnesota, USA).

1. Jede Well wurde mit 100 pl des Verdinnungspuffers RD1-75 und 100 pul der
Standardverdinnungsreihe oder Serumproben befillt. Mit der beigefligten
Folie wurde die Platte abgedichtet und bei Raumtemperatur fur 2 Stunden auf
einem horizontalen Mikroplatten Rundschdittler (500 £ 50 rpm) inkubiert.

2. In sechs Waschgange mit je 400 ul der Waschlésung wurde jede Well unter
Standardbedingungen nach der Inkubation griindlich ausgewaschen.

3. Injede Well wurden nun 200 ul des ,Human IL-6 HS Conjugat® gefullt und die
Platte erneut verschlossen. Bei Raumtemperatur inkubierte die Platte fur 2
Stunden auf dem Rundschiuittler.

4. Im nachsten Schritt wurde die Waschung wie in 2) wiederholt.

5. Nach erfolgter Waschung fugte man 50 pl der Farblésung hinzu und
inkubierte die verschlossene Platte auf ebener Flache bei Raumtemperatur
fur 60 Minuten.

6. Ohne weitere Waschung wurden in jede Well 50 pl der mitgelieferten
Verstarkungslosung pipettiert, die Platte erneut verschlossen und auf ebener
Flache fur 30 Minuten inkubiert. Nach erfolgter Inkubationszeit konnte der
Farbumschlag in einen Rotton beobachtet werden.

7. 50 pul der Stoplésung wurden jeder Well hinzugefigt.

8. Innerhalb von 30 Minuten ist die Platte mit einem geeigneten ELISA-Platten

Lesegerat bei einer Wellenlange von 490 nm ausgelesen worden.

IL-6 Pleuraerguss

Die Bestimmung der IL-6 Pleuraflissigkeitswerte erfolgte mit dem Human IL-6
Quantikine ELISA Kit D6050 der Firma R&D Systems (R&D Systems,
Minneapolis, Minnesota, USA).
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Jede Well wurde mit 100 pl des Verdinnungspuffers RD1W und mit 100 pl
der Standardverdinnungsreihe oder Pleuraflissigkeitsproben beflllt und
verschlossen bei Raumtemperatur fir 2 Stunden inkubiert.

Unter Standardbedingungen wurde jede Well mit 400 pl der Waschldsung in
einer Gesamtzahl von 4 vier Waschungen gewaschen.

Nach Hinzufligen von je 200 pl des ,Human IL-6 Conjugat® wurde die Platte
wieder mit einer beigefiigten Folie abgedeckt und bei Raumtemperatur fir

weitere zwei Stunden inkubiert.

4. Eine Waschung wurde wie unter 2) wiederholt

5. Anschliessend fiigte man 200 pl der Farblosung hinzu und inkubierte die
verschlossen Platte fiur 30 Minuten unter Lichtausschluss bei
Raumtemperatur. Ein Farbumschlag von farblos auf blau konnte beobachtet
werden.

6. Nach Hinzugabe von 50 pl der Stoplésung konnte ein Farbumschlag von blau
auf gelb beobachtet werden.

7. Mit einem geeigneten Lesegerat wurde die Platte innerhalb von 30 Minuten
bei einer Wellenlange von 450 nm ausgelesen.

IL-8

IL-8 Serum

Die Bestimmung der IL-8 Serumwerte erfolgte mit dem Human CXCLS8/IL-8
Quantikine ELISA Kit HS800 der Firma R&D Systems (R&D Systems,

Minneapolis, Minnesota, USA).

1.

2.

Jede Well wurde mit 100 pl des Verdiinnungspuffers RD1-85 und 100 pl der
Standardverdunnungsreihen oder Serumproben befillt. Mit der zugehdrigen
Folie wurde die Platte luftdicht verschlossen und bei Raumtemperatur fir zwei
Stunden inkubiert.

Jede Well wurde in 6 Waschgangen mit 400 ul der Waschlésung unter
Standardbedingungen gewaschen.

In jede Well wurden anschliessend 200 ul des ,Human IL-8 HS Conjugat®
gegeben, die Platte erneut luftdicht verschlossen und flir eine Stunde bei

Raumtemperatur inkubiert.

4. Wie unter 2) beschrieben wiederholte sich die Waschung.
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5. Nach erfolgter Waschung fuigte man 50 pl der Farblésung hinzu und liel3 die

Platte luftdicht verschlossen, unter Lichtausschluss, bei Raumtemperatur fir

eine Stunde inkubieren. Es folgte keine Waschung.

6. In jede Well wurden 50 pl der zugehdrigen Verstarkungslosung pipettiert, die

Platte erneut verschlossen und bei Raumtemperatur fir weitere 30 Minuten

inkubiert. Ein Farbumschlag in einen Rotton konnte beobachtet werden.

7. Abschliessend wurden noch 50 ul der Stoplosung jeder Well hinzugefugt.

8. Innerhalb von 30 Minuten wurde die Platte mit einem geeigneten Lesegeréat

bei einer Wellenlange von 450 nm ausgelesen.

IL-8 Pleuraerguss

Die Bestimmung der IL-8 Pleuraflissigkeitswerte erfolgte mit dem Human
CXCLB8/IL-8 Quantikine ELISA Kit D8000C der Firma R&D Systems (R&D
Systems, Minneapolis, Minnesota, USA)

1.

Als ersten Schritt wurden 100 ul des Verdiunnungspuffers RD1—85 in jede
Well pipettiert. Darauffolgend wurde zu jeder Well noch 50 ul der
Standardverdiinnungsreine oder der Pleurafliissigkeitsproben beigefligt
und die Platte luftdicht fir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach dem vorgegebenen Standard wurde jede Well in vier Waschgangen
mit 400 pl der Waschlésung gewaschen

Nach Hinzugabe von 100 ul des ,Human IL-8 Conjugat® in jede Well,
wurde die Platte erneut verschlossen und bei Raumtemperatur fur eine
Stunde inkubiert.

4. Eine Waschung wurde wie in 2) beschrieben wiederholt.

5. Nach Hinzufiigen von 200 pl der Farblosung inkubierte die Platte unter

Lichtausschluss fur weitere 30 Minuten. Ein Farbwechsel der Flissigkeit
von farblos in einen Blauton erfolgte.

Nach Gabe von 50 pl der Stoplésung in jede Well, konnte ein
Farbumschlag von blau auf gelb beobachtet werden.

Innerhalb von 30 Minuten konnte die Platte mit einem geeigneten

Lesegerat bei einer Wellenlange von 450 nm ausgelesen werden.
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TGFE-B1

Die Bestimmung der TGF-B1 Werte erfolgte mit dem Human TGF-B1 Quantikine
ELISA Kit DB100B der Firma R&D Systems (R&D Systems, Minneapolis,
Minnesota, USA).

1. Zu Beginn wurde jede Well mit 50 ul des Verdinnungspuffers RD1-21 fir alle
Proben der Pleuraflissigkeiten und mit 50 pl des Verdunnungspuffers RD1-
73 fur alle Serumproben befllt.

2. Darauffolgend wurde jeder Well 50 pupl der  zugehdrigen
Standardverdinnungsreihe, Serumproben oder Pleuraflissigkeit
hinzugefugt. Nach vorsichtigem Durchmischen deckte man die Platte ab und
liel3 sie fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubieren.

3. Jede Well wurde nach Protokoll mit 400 pl der Waschlésung in vier
Durchgangen gewaschen.

4. Zu jeder Well fugte man 100 pl des ,Human TGF- 31 Conjugat” hinzu, deckte
die Platte wieder ab und liel3 sie erneut fir zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubieren

5. Die Waschung wurde wie in 3) beschrieben wiederholt.

6. Nach Hinzufigen von 100 pl der Farbldsung inkubierte die Platte bei
Raumtemperatur, unter Lichtausschluss fur weitere 30 Minuten. Die Lésung
wechselte ihren Farbton von farblos in einen Blauton.

7. Nachdem zu jeder Well 100 pl der Stoplésung hinzugefugt wurde, konnte
nach vorsichtigem Durmischen ein Farbumschlag von blau auf gelb
beobachtet werden.

8. Innerhalb von 30 Minuten wurde die Platte mit einem geeigneten Lesegerat

bei einer Wellenlange von 450 nm ausgelesen.
TGF-B2

Die Bestimmung der TGF- 2 Werte erfolgte mit dem Human TGF-2 Quantikine
ELISA Kit DB250 der Firma R&D Systems (R&D Systems, Minneapolis,
Minnesota, USA).

1. Jede Well wurde im ersten Schritt mit 100 yl des Verdiunnungspuffers
befullt. Im né&chsten Schritt ist in jede Well 100 pul der

Standardverdiinnungsreihe, der Serumprobe oder der

30



Pleuraflissigkeitsproben pipettiert worden. Die Platte wurde Vakuum
versiegelt und bei Raumtemperatur zwei Stunden inkubiert.

2. Unter Standardbedingungen wurde jede Well mit 400 ul der Waschlésung
in einer Gesamtzahl von drei Durchgdngen gewaschen.

3. Im nachsten Schritt folgte das Hinzufugen von 200 pl des ,Human TGF-
B1 Conjugat® zu jeder Well. Anschliessend inkubierte die Platte
vakuumversiegelt fur weitere zwei Stunden unter Raumtemperatur.

4. Erneute Waschung wie in 2) beschrieben.

5. Nach Hinzugabe von 200 pl der Farblosung inkubierte die Platte fur 20
Minuten unter Lichtausschluss. Ein Farbumschlag von farblos auf blau
konnte beobachtet werden.

6. Ein Farbumschlag von blau auf gelb konnte nach Hinzugabe von 50 pl der
Stoplosung beobachtet werden.

7. Mit einem geeigneten Lesegerat konnte die Platte innerhalb von 30

Minuten bei einer Wellenlange von 450 nm ausgelesen werden.
IL-22

Alle Werte wurden nach Standardprotokoll des durchfiihrenden Labors der
Abteilung der Klinischen Pharmakologie (Prof. S. Endres und Dr. S. Kobold) des

Klinikum der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen bestimmt.

4.4 Statistik
Vergleich zweier Gruppen

Aufgrund der breiten Streuung der Ergebnisse wurden die vergleichenden
Analysen zweier Gruppen mithilfe des ,Mann-Whitney-U-Tests“ durchgeflhrt.
Die Werte wurden als zweiseitiger Test ausgewertet und ein Signifikanzniveau

mit dem p-Wert kleiner als 0,05 als statistisch signifikant festgesetzt.
Korrelation mit systemischer Inflammation

Zur Analyse der Korrelation von Parametern der systemischen Inflammation mit
den lokal im Pleuraerguss vorherrschenden Zytokinspiegeln wurde der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman verwendet. Als statistisch signifikant

wurde auch hier ein p-Wert kleiner als 0,05 festgesetzt.

31



Differenzierung des Pleuraergusses

Als Mal3 fur die Starke des Zusammenhangs der beiden Merkmale wurde sowohl
der Phi-Koeffizient bestimmt als auch der Chi-Quadrat-Vierfeldertest
durchgefiihrt. Als dichotome Merkmale wurden die beiden Entscheidungen
Lungenkarzinom Ja/Nein und Exsudat Ja/Nein in einer Vierfelder Tafel

gegenubergestellt.

Zur Datenverarbeitung und Berechnung der mathematischen Gréf3en wurde das
Programm R (V. 3.4.3, The R Foundation for Statistical Computing, Vienna,

Austria) verwendet.
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5 Ergebnisse

5.1

Wir untersuchten Serum- und Pleuraergussproben von 30 Patienten und
verglichen die Werte der Patienten mit Lungenkarzinom mit denjenigen der
Kontrollgruppe. Auch das lokale tumornahe Milieu wurde mit tumorfernen

Zytokinspiegeln verglichen.

Eine Korrelation systemischer Inflammation mit Serumwerten wurde anhand der
Zellreihen der Leukozyten und Lymphozyten und der Hohe der CRP-Spiegel
erhoben. Es wurde die Zytokinkonzentration im lokalen Kompartiment des
Pleuraergusses mit oben genannten, im Serum gemessenen Parametern,

verglichen.

Die GruppengroRe der sich bei der

da nicht bei

Patienten verringert
Untersuchung, allen Patienten ein Differentialblutbild mit

Bestimmung der Lymphozytenzahlen vorlag.

Histologie

Unter den 30 Personen befanden sich 19 Patienten mit diagnostiziertem
Lungenkarzinom und 11 Patienten ohne der Diagnose Lungenkarzinom, welche
als Kontrollgruppe dienten. Unter den 19 Patienten fanden sich 16 Patienten mit
der Histologischen Diagnose Adenokarzinom, zwei Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom und ein Patient mit der Diagnose eines kleinzelligen

Karzinoms.

In der Kontrollgruppe fanden sich von 11 Patienten vier mit einer anderen

malignen Diagnose, sowie 7 ohne maligne Grunderkrankung.

Histologie Anzahl der Patienten Prozentualer Anteil [%)]
Adenokarzinom 16 84

Plattenepithelkarzinom 2 11

Kleinzelliges Karzinom 1 5

Gesamt 19 100

Tabelle 2 Verteilung der histologischen Tumordifferenzierung
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5.2 Altersverteilung

Die Altersverteilung des Patientenkollektivs kann der unten angefiigten
Abbildung 4 entnommen werden. Von den 30 Patienten waren 16 mannlich und
14 weiblich. Der Altersdurchschnitt betrug 64,1 + 15,6 Jahren, wobei der jingste
Patient 30 Jahre alt und die alteste Patientin 86 Jahre alt waren.

Altersverteilung
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Abbildung 4 Altersverteilung des Patientenkollektivs

5.3 Klassifizierung Pleuraerguss

Fur eine orientierende pathophysiologische Einteilung des Pleuraergusses in
Trans- oder Exsudat, wurde retrospektiv in den einzelnen Punktionen die
vorliegende LDH Konzentrationen recherchiert. Als Schnittpunkt der
Unterscheidung zwischen Trans- oder Exsudat wurde eine LDH-Konzentration
von grof3er als 200 U/L im Punktat angenommen. Proben mit LDH Werten Uber
200 U/L wurden als Exsudat eingestuft, wohingegen Proben mit LDH Werten
unter 200 U/L als Transsudat eingestuft wurden. Bei vier Patienten (3
Lungenkarzinom; 1 Kontrollgruppe) wurde keine LDH-Bestimmung der
Ergussprobe durchgefiihrt. Von 16 Patienten mit Lungenkarzinom zeigten 10
Patienten ein Exsudat und 6 Patienten ein Transsudat (Exsudat: 63 %,

Transsudat 37 %). In der Kontrollgruppe ergaben die laborchemischen
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Untersuchungen des Punktates 7 Transsudate und 3 Exsudate (Exsudat: 30%,
Transsudat: 70 %).

5.4 Laborparameter

5.4.1 Wertlagen der Zytokine
CXCL5

Konzentration in Pleuraerguss und Serum

Als Untergrenze wurde fur beide Gruppen 15,0 pg/ml gesetzt. Die Obergrenze
fur die Proben im Pleuraerguss lag bei 20000 pg/ml und in den Serumproben bei
4000 pg/ml.

Die Untersuchung der Wertlagen zeigte, dass die Konzentration von CXCL5 im
Punktat von Patienten mit Lungenkarzinom hoher ist, als die Konzentration im
Punktat der Kontrollgruppe. Patienten mit Lungenkarzinom zeigten einen
Mittelwert von 1857 pg/ml (Reichweite: 7 — 10166 pg/ml; Median: 91 pg/ml),
wahrend der Mittelwert der Kontrollgruppe bei 741 pg/ml lag (Reichweite: 17 -
5287 pg/ml; Median: 38 pg/ml). Der Unterschied war nicht signifikant (p-Wert:
0,75).

Bei der Betrachtung der CXCL Werte im Serum beider Kollektive konnte gesehen
werden, dass die Kontrollgruppe einen héheren Durchschnittswert aufwies. In der
Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom sah man einen Mittelwert von 1367
pg/ml (Reichweite: 53 — 4229 pg/ml; Median: 1183 pg/ml), in der Kontrollgruppe
ergab sich ein Mittelwert von 1711 pg/ml (Reichweite: 532 — 5121 pg/ml; Median:
1185 pg/ml). Aber auch dieser Unterschied war nicht signifikant (p-Wert: 0,52).

Im Vergleich von Proben des lokalen Tumormilieus im Pleuraerguss mit den
peripheren Serumproben, fielen signifikant hohere Werte im Serum der
Kontrollgruppe auf (p-Wert: 0,02). Patienten mit Lungenkarzinom zeigten keine
signifikanten Unterschiede (p-Wert: 0,10).
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Abbildung 5 A) CXCL5 Konzentration im Pleuraerguss; B) CXCL5 Konzentration im Serum; C) CXCL5
Konzentrationen bei Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich der Kompartimente; D) CXCL5
Konzentrationen bei Patienten der Kontrollgruppe im Vergleich der Kompartimente

TFF3
Konzentration in Pleuraerguss und Serum

In beiden Gruppen lag die Untergrenze fir die TFF3 Bestimmung bei 6,43 pg/ml
und die Obergrenze bei 125000 pg/ml.

Die Konzentration von TFF3 zeigte im Punktat der Patienten mit Lungenkarzinom
einen Mittelwert von 26051 pg/ml (Reichweite: 8130 — 148689 pg/ml; Median:
16113 pg/ml) und in den Proben der Kontrolle einen Mittelwert von 33711 pg/ml
(Reichweite: 6928 — 122407 pg/ml; Median: 16392 pg/ml). Ein statistisch
signifikanter Unterschied besteht nicht (p-Wert: 0,78).

Im Serum wurden bei Patienten mit Lungenkarzinom TFF3 Konzentrationen mit
einem Mittelwert von 20120 pg/ml (Reichweite: 7328 — 40695 pg/ml; Median:
15328 pg/ml) und in der Kontrollgruppe mit einem Mittelwert von 31259 pg/mi
(Reichweite: 6753 — 117078 pg/ml; Median: 17601 pg/ml) gefunden. Auch hier
besteht kein signifikanter Unterschied (p-Wert: 0,59).
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Im Vergleich von lokalem Milieu und Serum zeigten sich weder in der Gruppe mit
Lungenkarzinom (p-Wert: 0,67), noch in der Kontrollgruppe (p-Wert: 0,75)
signifikante Unterschiede.

A TFF3 - Pleuraerguss B TFF3 - Serum
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Abbildung 6 A) TFF3 Konzentration im Pleuraerguss; B) TFF3 Konzentration im Serum; C) TFF3
Konzentrationen bei Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich der Kompartimente; D) TFF3
Konzentrationen bei Patienten der Kontrollgruppe im Vergleich der Kompartimente

MMP-9
Konzentration in Pleuraerguss und Serum

Die Untergrenze der ELISA-Test Untersuchungen lag bei 0,156 ng/ml. Fir die
Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom lag die Obergrenze fur die Proben im
Erguss bei 4000 ng/ml und fur die Proben im Serum 2000 ng/ml.

Die Untersuchung der Wertlagen zeigte, dass sich die mittleren Zytokinspiegel
im Pleuraerguss bei Patienten mit Lungenkarzinom hoher darstellten, als bei den
Patienten der Kontrollgruppe, wohingegen sich der Median beider Gruppen
gegenlaufig dazu verhielt. Der Mittelwert bei Patienten mit Lungenkarzinom lag

bei 572 ng/ml (Reichweite: 4 — 7974 ng/ml; Median: 22 ng/ml) und bei Patienten
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in der Kontrollgruppe bei 299 ng/ml (Reichweite: 7 — 1129 ng/ml; Median: 68
ng/ml). Der Unterschied zeigte sich aber nicht signifikant (p-Wert: 0,29).

Bei Betrachtung der MMP-9 Konzentrationen im Serum, konnte im
Patientenkollektiv mit Lungenkarzinom ein Mittelwert von 656 ng/ml (Reichweite:
48 — 3056 ng/ml; Median: 333 ng/ml) und im Patientenkollektiv der Kontrollgruppe
ein Mittelwert von 694 ng/ml (Reichweite: 196 — 2253 ng/ml; Median: 605 ng/ml)
beobachtet werden. Auch dieser Unterschied war nicht signifikant (p-Wert: 0,33).

Im direkten Vergleich des lokalen Milieus im Pleuraerguss mit peripheren Werten
im Serum konnten in beiden Gruppen Unterschiede festgestellt werden, die
sowohl in der Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom (p-Wert: 0,002), als
auch in der Kontrollgruppe (p-Wert: 0,03) signifikant waren. In beiden Fallen

zeigten sich hohere Werte im Serum.
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Abbildung 7 A) MMP-9 Konzentration im Pleuraerguss; B) MMP-9 Konzentration im Serum; C) MMP-9
Konzentrationen bei Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich der Kompartimente; D) MMP-9
Konzentrationen bei Patienten der Kontrollgruppe im Vergleich der Kompartimente
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Angiogenin
Konzentration in Pleuraerguss und Serum

In beiden Gruppen lag die Untergrenze bei 6,0 pg/ml und die Obergrenze bei
100000 pg/ml.

Die Konzentration von Angiogenin im Pleuraerguss zeigte bei Patienten mit
Lungenkarzinom einen Mittelwert von 230306 pg/ml (Reichweite: 50444 —
659263 pg/ml; Median: 172032 pg/ml) und bei Patienten der Kontrollgruppe
einen Mittelwert von 201455 pg/ml (Reichweite: 93577 — 304945 pg/ml; Median:
220318 pg/ml). Ein signifikanter Unterschied bestand nicht (p-Wert: 1)

Bei Betrachtung der Angiogenin Werte im Serum, konnte im Patientenkollektiv
mit Lungenkarzinom ein Mittelwert von 349217 pg/ml (Reichweite: 212636 —
837500 pg/ml; Median: 314787 pg/ml) und im Patientenkollektiv der
Kontrollgruppe ein Mittelwert von 384520 pg/ml (Reichweite: 174366 — 582870
pg/ml; Median: 376357 pg/ml) festgestellt werden. Der Unterschied war nicht
signifikant (p-Wert: 0,35).

Der direkte Vergleich der Werte im lokalen Milieu und peripher bestimmt im
Serum, ergab sowohl in der Gruppe mit Lungenkarzinom (p-Wert: 0,001), als
auch in der Kontrollgruppe (p-Wert: 0,0004), einen signifikanten Unterschied der

beiden Kompartimente, mit héheren Konzentrationen im Serum.
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Abbildung 8 A) Angiogenin Konzentration im Pleuraerguss; B) Angiogenin Konzentration im Serum; C)
Angiogenin Konzentrationen bei Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich der Kompartimente; D)
Angiogenin Konzentrationen bei Patienten der Kontrollgruppe im Vergleich der Kompartimente

VEGF
Konzentration in Pleuraerguss und Serum

Fur die Bestimmung der Werte wurde die Untergrenze auf 9,0 pg/ml gesetzt. Im

Pleuraerguss lag die Obergrenze bei 100000 pg/ml und im Serum bei 2000 pg/ml.

Bei Betrachtung der VEGF Werte im Pleuraerguss, konnte bei Patienten mit
Lungenkarzinom bei einem Mittelwert von 6687 pg/ml (Reichweite: 79 — 46442
pg/ml; Median: 2920 pg/ml) und in der Kontrollgruppe ein Mittelwert von 4178
pg/ml (Reichweite: 23 — 14282 pg/ml; Median: 518 pg/ml), festgestellt werden.
Dieser Unterschied stellte sich nicht als signifikant dar (p-Wert: 0,56).

Die Untersuchung der Wertlagen zeigte, dass sich die Zytokinspiegel im Serum
bei Patienten mit Lungenkarzinom im Mittelwert niedriger darstellten, als bei
Patienten der Kontrollgruppe. Patienten mit Lungenkarzinom hatten einen
Mittelwert von 554 pg/ml (Reichweite: 66 — 2278 pg/ml; Median: 366 pg/ml). Das

Kollektiv der Kontrollgruppe ergab einen Mittelwert von 640 pg/ml (Reichweite:
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145 — 1895 pg/ml; Median 448 pg/ml). Der Unterschied war nicht signifikant (p-
Wert: 0,47).

Ein signifikanter Unterschied der beiden Kompartimente Pleuraerguss und
Serum ergab sich mit hoheren Werten im Pleuraerguss in der Gruppe der
Patienten mit Lungenkarzinom (p-Wert: 0,01). In der Kontrollgruppe stellte sich

dieser Unterschied nicht signifikant dar (p-Wert: 0,40).
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Abbildung 9 A) VEGF Konzentration im Pleuraerguss; B) VEGF Konzentration im Serum; C) VEGF
Konzentrationen bei Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich der Kompartimente; D) VEGF
Konzentrationen bei Patienten der Kontrollgruppe im Vergleich der Kompartimente
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Konzentration in Pleuraerguss und Serum

In beiden Gruppen wurde die Untergrenze der Bestimmung auf 0,026 ng/ml und
die Obergrenze auf 600 ng/ml gesetzt.

Die Untersuchung der Wertlagen zeigte, dass die Konzentration von IGF-1 im
Pleuraerguss bei Patienten mit Lungenkarzinom im Mittel héher ist, als bei
Patienten der Kontrollgruppe. In der Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom
zeigte sich ein Mittelwert von 45 ng/ml (Reichweite: 3 — 106 ng/ml; Median: 45

ng/ml). In der Gruppe der Patienten der Kontrollgruppe zeigte sich ein Mittelwert
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von 19 ng/ml (Reichweite: 3 — 49 ng/ml; Median: 17 ng/ml). Dieser Unterschied
stellte sich eindeutig als signifikant dar (p-Wert: 0,02).

Im Serum wurde bei Patienten mit Lungenkarzinom ein IGF-1 Mittelwert von 95
ng/ml (Reichweite: 30 — 207 ng/ml; Median: 87 ng/ml) und in der Kontrollgruppe
ein Mittelwert von 77 ng/ml (Reichweite: 13 — 144 ng/ml; Median: 67 ng/ml)

gefunden. Dieser Unterschied stellte sich nicht als signifikant dar (p-Wert: 0,31).

Sowohl im Patientenkollektiv der Patienten mit Lungenkarzinom als auch in der
Kontrollgruppe konnten signifikante Unterschiede im Vergleich des lokalen
Milieus mit peripheren Serum Werten gefunden werden (p-Wert
Lungenkarzinom: 0,0001; p-Wert Kontrollgruppe: 0,0006). Fir beide Gruppen
ergaben sich hohere IGF-1 Level im Serum.
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Abbildung 10 A) IGF-1 Konzentration im Pleuraerguss; B) IGF-2 Konzentration im Serum; C) IGF-1
Konzentrationen bei Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich der Kompartimente; D) IGF-1
Konzentrationen bei Patienten der Kontrollgruppe im Vergleich der Kompartimente

IGFBP-3
Konzentration in Pleuraerguss und Serum

Die Untergrenze lag in beiden Gruppen bei 0,5 ng/ml und die Obergrenze sowohl

im Erguss als auch im Serum bei 5000 ng/ml.
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Bei Betrachtung der IGFBP-3 Werte im Pleuraerguss zeigten sich im Erguss der
Patienten mit Lungenkarzinom ein Mittelwert von 1155 ng/ml (Reichweite: 643 —
2366 ng/ml; Median: 1103 ng/ml) und im Erguss der Kontrollgruppe ein Mittelwert
von 1123 ng/ml (Reichweite: 322 — 2300 ng/ml; Median: 1049 ng/ml). Dieser
Unterschied war nicht signifikant (p-Wert: 0,75).

Bei Betrachtung der IGFBP-3 Konzentrationen im Serum konnten im
Durchschnitt hohere Werte in der Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom
beobachtet werden. Diese zeigten einen Mittelwert von 3089 ng/ml (Reichweite:
449 — 4770 ng/ml; Median: 3404 pg/ml), wohingegen die Gruppe der Patienten
der Kontrollgruppe einen Mittelwert von 2518 ng/ml (Reichweite: 1015 — 4571
ng/ml; Median: 2482 ng/ml) zeigten. Dieser Unterschied stellte sich jedoch als
nicht signifikant dar (p-Wert: 0,15).

Im direkten Vergleich der im Erguss bestimmten tumornahen IGFBP-3 Werte mit
den peripheren Werten im Serum, stellte sich ein signifikanter Unterschied
sowohl in der Patientengruppe mit Lungenkarzinom, als auch in der
Kontrollgruppe dar (p-Wert Lungenkarzinom: 0,0000008; p-Wert Kontrollgruppe:
0,002). Die Serum Konzentrationen zeigten sich in beiden Gruppen im Vergleich
zu Werten des Pleuraergusses hoher.
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Abbildung 11 A) IGFBP-3 Konzentration im Pleuraerguss; B) IGFBP-3 Konzentration im Serum; C) IGFBP-
3 Konzentrationen bei Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich der Kompartimente; D) IGFBP-3
Konzentrationen bei Patienten der Kontrollgruppe im Vergleich der Kompartimente
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IL-6
Konzentration in Pleuraerguss und Serum

Die Untergrenze der ELISA-Test Untersuchungen lag bei 0,110 pg/ml. Fir die
Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom lag die Obergrenze fur die Proben im

Erguss bei 5000 pg/ml und fur die Proben im Serum bei 1000 pg/ml.

Bei Untersuchung der Wertlagen ergab sich, dass sich die H6he der IL-6 Werte
im Pleuraerguss im Vergleich beider Gruppen kaum unterscheidet. Das
Patientenkollektiv mit Lungenkarzinom zeigte einen Mittelwert von 4565 pg/ml
(Reichweite: 341 — 5711 pg/ml; Median: 5499 pg/ml). In der Kontrollgruppe zeigte
sich ein Mittelwert von 4214 pg/ml (Reichweite: 65 — 5623 pg/ml; Median: 5441
pg/ml). Der Unterschied war nicht signifikant (p-Wert: 0,25).

Im Serum wurde in der Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom ein IL-6
Mittelwert von 180 pg/ml (Reichweite 4 — 826 pg/ml; Median: 82 pg/ml) und in der
Kontrollgruppe ein Mittelwert von 130 pg/ml (Reichweite: 3 — 328 pg/ml; Median:
126 pg/ml) gefunden. Ein signifikanter Unterschied bestand nicht (p-Wert: 1,00).

Im direkten Vergleich der IL-6 Werte im lokalen Milieu des Pleuraergusses mit
peripheren Werten im Serum, konnten in beiden Gruppen Unterschiede
festgestellt werden, die sowohl in der Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom
(p-Wert: 0,0000005), als auch in der Kontrollgruppe (p-Wert: 0,00009) signifikant
waren. Die IL-6 Level waren in beiden Gruppen im Pleuraerguss deutlich hoher,

verglichen mit Werten im Serum der Patienten.
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Abbildung 12 A) IL-6 Konzentration im Pleuraerguss; B) IL-6 Konzentration im Serum; C) IL-6
Konzentrationen bei Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich der Kompartimente; D) IL-6
Konzentrationen bei Patienten der Kontrollgruppe im Vergleich der Kompartimente

IL-8
Konzentration in Pleuraerguss und Serum

Fir die Bestimmung der Werte wurde die Untergrenze auf 0,130 pg/ml gesetzt.
Im Pleuraerguss lag die Obergrenze bei 10000 pg/ml und im Serum bei 2000
pg/ml.

Bei Betrachtung der IL-8 Konzentrationen im Pleuraerguss zeigte sich bei
Patienten mit Lungenkarzinom ein Mittelwert von 4810 pg/ml (Reichweite: 105 —
15525 pg/ml; Median: 997 pg/ml). In der Kontrollgruppe ergab sich ein Mittelwert
von 3426 pg/ml (Reichweite: 142 — 14715 pg/ml; Median: 817 pg/ml). Der
Unterschied zwischen beiden Gruppen stellte sich als nicht signifikant dar (p-
Wert: 0,80).

Es konnten im Serum bei Patienten mit Lungenkarzinom IL-8 Mittelwerte von 47
pg/ml (Reichweite: 12 — 201 pg/ml; Median: 29 pg/ml) und bei Patienten der
Kontrollgruppe Mittelwerte von 38 pg/ml (Reichweite: 19 — 69 pg/ml; Median: 33

pg/ml) festgestellt werden. Der Unterschied war nicht signifikant (p-Wert: 0,97).
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Sowohl im Patientenkollektiv der Patienten mit Lungenkarzinom als auch in der
Kontrollgruppe konnten signifikant hohere IL-8 Spiegel des lokalen Milieus im
Pleuraerguss mit peripheren Serum Werten gefunden werden (p-Wert
Lungenkarzinom: 0,0000003; p-Wert Kontrollgruppe: 0,000003).
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Abbildung 13 A) IL-8 Konzentration im Pleuraerguss; B) IL-8 Konzentration im Serum; C) IL-8
Konzentrationen bei Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich der Kompartimente; D) IL-8
Konzentrationen bei Patienten der Kontrollgruppe im Vergleich der Kompartimente

TGF-R1
Konzentration in Pleuraerguss und Serum

Fur die Wertebestimmung wurde die Untergrenze auf 4,61 pg/ml gesetzt. Fur die
Bestimmung der Werte im Pleuraerguss lag die Obergrenze bei 2800 pg/ml und
fur die Bestimmung im Serum bei 80000 pg/ml.

Bei Betrachtung der TGF-31 Werte im Pleuraerguss konnte in der Gruppe der
Patienten mit Lungenkarzinom ein Mittelwert von 2464 pg/ml (Reichweite: 613 —
4072 pg/ml; Median: 2371 pg/ml) festgestellt werden. In der Kontrollgruppe ergab
sich bei Betrachtung der TGF-B1 Werte ein Mittelwert von 2353 pg/ml
(Reichweite: 582 — 3952 pg/ml; Median: 2278 pg/ml). Der Unterschied zwischen

beiden Gruppen war nicht signifikant (p-Wert: 0,80).
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Bei Untersuchung der Wertlagen im Serum zeigten sich annahernd gleiche TGF-
31 Mittelwerte in beiden Gruppen. Die Patienten mit Lungenkarzinom zeigten
einen Mittelwert von 26663 pg/ml (Reichweite: 1862 — 76629 pg/ml; Median:
23309 pg/ml). In der Kontrollgruppe wurde ein Mittelwert von 26811 pg/mi
(Reichweite: 14801 — 69854 pg/ml; Median: 22821 pg/ml) festgestellt. Ein
signifikanter Unterschied bestand nicht (p-Wert: 0,98).

Im direkten Vergleich der TGF-R1 Konzentrationen im lokalen Milieu des
Pleuraergusses mit peripheren Werten im Serum konnten in beiden Gruppen
Unterschiede festgestellt werden, die sowohl in der Gruppe der Patienten mit
Lungenkarzinom (p-Wert: 0,00000002), als auch in der Kontrollgruppe (p-Wert:

0,000003) signifikant waren und hohere Werte im Serum ergaben.
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Abbildung 14 A) TGF-R1 Konzentration im Pleuraerguss; B) TGF-R1 Konzentration im Serum; C) TGF-31
Konzentrationen bei Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich der Kompartimente; D) TGF-31
Konzentrationen bei Patienten der Kontrollgruppe im Vergleich der Kompartimente

TGF-32
Konzentration in Pleuraerguss und Serum

Sowohl im Pleuraerguss als auch im Serum lag die Untergrenze fir die
Bestimmung der Werte bei 7,0 pg/ml. Im Pleuraerguss lag die Obergrenze bei
15600 pg/ml und im Serum bei 15000 pg/ml.
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Bei der Untersuchung der Wertlagen in Proben des Pleuraergusses, zeigte sich
ein erhéhter TGF-32 Mittelwert in der Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom
verglichen mit Patienten der Kontrollgruppe. Das Patientenkollektiv der Patienten
mit Lungenkarzinom zeigte einen Mittelwert von 651 pg/ml (Reichweite: 200 —
5500 pg/ml; Median: 264 pg/ml). In der Kontrollgruppe ergab sich ein Mittelwert
von 279 pg/ml (Reichweite: 233 — 383 pg/ml; Median: 277 pg/ml). Dieser
Unterschied stellte sich jedoch als nicht signifikant dar (p-Wert: 0,80).

Bei Betrachtung der TGF-32 Werte im Serum konnte in der Gruppe der Patienten
mit Lungenkarzinom ein Mittelwert von 210 pg/ml (Reichweite: 80 — 346 pg/ml;
Median: 227 pg/ml) und in der Kontrollgruppe ein Mittelwert von 259 pg/ml
(Reichweite: 83 — 468 pg/ml; Median: 273 pg/ml) dargestellt werden. Auch dieser
Unterschied war nicht signifikant (p-Wert: 0,26).

Im direkten Vergleich, der im Erguss bestimmten tumornahen TGF-32 Werte mit
den peripheren Werten im Serum, stellte sich ein signifikanter Unterschied in der
Patientengruppe mit Lungenkarzinom dar (p-Wert: 0,001). TGF-R2 Werte im
Pleuraerguss erschienen hoher, als peripher bestimmte Serumwerte. Im Kollektiv

der Kontrollgruppe zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p-Wert: 0,60).
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Abbildung 15 A) TGF-R2 Konzentration im Pleuraerguss; B) TGF-R2 Konzentration im Serum; C) TGF-32
Konzentrationen bei Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich der Kompartimente; D) TGF-32
Konzentrationen bei Patienten der Kontrollgruppe im Vergleich der Kompartimente

IL-22
Konzentration in Pleuraerguss und Serum

Bei Untersuchung der Wertlagen zeigte sich im Pleuraerguss der Patienten mit
Lungenkarzinom ein niedrigerer IL-22-Mittelwert verglichen mit dem Mittelwert
der Kontrollgruppe. In der Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom ergab sich
ein Mittelwert von 239 pg/ml (Reichweite: 14 — 1746 pg/ml; Median: 83 pg/ml)
und in der Kontrollgruppe ein Mittelwert von 408 pg/ml (Reichweite 26 — 2466
pg/ml; Median: 109 pg/ml). Dieser Unterschied stellte sich nicht als signifikant dar
(p-Wert: 0,33).

Bei Betrachtung der IL-22 Werte im Serum, konnte in der Gruppe der Patienten
mit Lungenkarzinom ein Mittelwert von 91 pg/ml (Reichweite: 0 — 310 pg/ml,
Median: 63 pg/ml) festgestellt werden. Die Kontrollgruppe zeigte im Vergleich
einen Mittelwert von 98 pg/ml (Reichweite: 0 — 285 pg/ml; Median: 76 pg/ml).
Auch dieser Unterschied war nicht signifikant (p-Wert: 0,85).
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Sowohl im Patientenkollektiv der Patienten mit Lungenkarzinom als auch in der

Kontrollgruppe konnten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich des

lokalen Milieus im Pleuraerguss mit peripheren Serumwerten gefunden werden
(p-Wert Lungenkarzinom: 0,35; p-Wert Kontrollgruppe: 0,33).
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Abbildung 16 A) IL-22 Konzentration im Pleuraerguss; B) IL-22 Konzentration im Serum; C) IL-22

im Vergleich der Kompartimente;
Konzentrationen bei Patienten der Kontrollgruppe im Vergleich der Kompartimente
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5.4.2 Korrelation mit systemischer Inflammation
Um einen Einfluss systemischer Inflammation auf die lokale Produktion der
einzelnen Zytokine und Interleukine zu untersuchen, verglichen wir die
tumornahen Werte der Zytokine im Pleuraerguss mit gangigen laborchemischen
Parametern CRP, Anzahl der Leukozyten und Anzahl der Lymphozyten, welche

alle im Serum bestimmt wurden.

Die CRP-Werte ergaben in der Gruppe mit Lungenkarzinom einen Mittelwert von
5,4 mg/dl (Reichweite: 0,2 — 25,3 mg/dl; Median: 3,1) und in der Kontrollgruppe
einen Mittelwert von 6,0 mg/dl (Reichweite: 0,1 — 31 mg/dl; Median: 1,95 mg/dl).

Fur die Anzahl der Leukozyten konnte im Patientenkollektiv mit Lungenkarzinom
ein Mittelwert von 9,3 G/I (Reichweite: 2,6 — 39,1 G/I; Median: 8,0 G/I) und im
Patientenkollektiv der Kontrollgruppe ein Mittelwert von 9,4 G/l (Reichweite: 5,7
— 19 G/I; Median: 8,7 G/I) gefunden werden.

Es ergab sich in der Patientengruppe mit Lungenkarzinom fir die Anzahl der
Lymphozyten ein Mittelwert von 1,5 G/I (Reichweite: 0,04 — 7,7 G/I; Median: 0,8
G/l) und in der Kontrollgruppe ein Mittelwert von 1,6 G/l (Reichweite: 0,8 — 3,1
G/l; Median: 1,3 G/I).

Korrelation von CXCL5 mit systemischer Inflammation

Bei Betrachtung der Werte von CRP im direkten Vergleich zeigte sich weder in
der Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom (p-Wert: 0,05), noch in der

Kontrollgruppe (p-Wert: 0,06) eine signifikante Korrelation.

Auch im Vergleich der Leukozytenzahl mit der Hohe der CXCL5 Werte im Erguss
lieferte sowohl bei Patienten mit Lungenkarzinom (p-Wert: 0,51), als auch bei der

Referenzgruppe (p-Wert: 0,41) keine signifikante Korrelation.

Bei Untersuchung des Zusammenhangs von Lymphozyten mit der Hohe der
CXCL5 Werte zeigte sich in beiden Gruppen keine signifikante Korrelation
(Lungenkarzinom p-Wert: 0,08; Kontrollgruppe p-Wert: 0,36).
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Korrelation von CXCL5 im Pleuraerguss mit systemischer Inflammation

GruppengroRe (n) Spearman Koeffizient p-Wert

Patienten mit Lungenkarzinom

Korrelation von CXCLS im Erguss mit CRP 19 0,46 0,05

Korrelation von CXCL5 im Erguss mit Leukozyten 19 -0,16 0,51

Korrelation von CXCL5 im Erguss mit Lymphozyten 17 -0,44 0,08
Patienten der Kontrollgruppe

Korrelation von CXCL5 im Erguss mit CRP 11 0,58 0,06

Korrelation von CXCL5 im Erguss mit Leukozyten 11 0,28 0,41

Korrelation von CXCL5 im Erguss mit Lymphozyten 8 0,38 0,36

Tabelle 3 Korrelation von CXCL5 mit systemischer Inflammation

Korrelation von TFF3 mit systemischer Inflammation

Es zeigte sich weder bei Patienten mit Lungenkarzinom noch bei Patienten der
Kontrollgruppe eine signifikante Korrelation von TFF3 im Pleuraerguss verglichen
mit der Hohe des CRP-Spiegels, der im Serum bestimmt wurde (Lungenkarzinom
p-Wert: 0,64; Kontrollgruppe p-Wert: 0,16).

Eine signifikante Korrelation zeigte sich auch nicht im Vergleich der Hohe von
TFF3 mit den peripher im Serum bestimmten Leukozytenzahlen

(Lungenkarzinom p-Wert: 0,5; Kontrollgruppe p-Wert: 0,43).

Lymphozyten Werte korrelierten im Kollektiv der Kontrollgruppe signifikant mit
TFF3 Werten, wohingegen Patienten mit Lungenkarzinom keine Korrelation

zeigten (Lungenkarzinom p-Wert: 0,95; Kontrollgruppe p-Wert: 0,02).

Korrelation von TFF3 im Pleuraerguss mit systemischer Inflammation
GruppengroRe (n) Spearman Koeffizient p-Wert

Patienten mit Lungenkarzinom

Korrelation von TFF3 im Erguss mit CRP 19 0,12 0,64

Korrelation von TFF3 im Erguss mit Leukozyten 19 -0,16 0,5

Korrelation von TFF3 im Erguss mit Lymphozyten 17 -0,02 0,95
Patienten der Kontrollgruppe

Korrelation von TFF3 im Erguss mit CRP 11 -0,45 0,16

Korrelation von TFF3 im Erguss mit Leukozyten 11 -0,26 0,43

Korrelation von TFF3 im Erguss mit Lymphozyten 8 -0,83 0,02

Tabelle 4 Korrelation von TFF3 mit systemischer Inflammation

Korrelation von MMP-9 mit systemischer Inflammation

Bei Betrachtung der Werte von CRP im Vergleich zu den lokalen Zytokinspiegeln
im Pleuraerguss zeigte sich weder bei Patienten mit Lungenkarzinom (p-Wert:
0,26), noch bei Patienten der Kontrollgruppe (p-Wert: 0,99) ein signifikanter

Unterschied.
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Es konnte festgestellt werden, dass im Vergleich der Korrelation der
Leukozytenzahl mit der Hohe der Werte der Zytokine, eine signifikante
Korrelation in der Kontrollgruppe (p-Wert: 0,02) auftritt, wohingegen die Gruppe
der Patienten mit Lungenkarzinom keine signifikante Korrelation zeigt (p-Wert:
0,26).

Im Vergleich beider Gruppen mit dem absoluten Wert der Lymphozyten konnte
in beiden Gruppen keine signifikante Korrelation festgestellt werden (p-Wert
Lungenkarzinom: 0,92; p-Wert Kontrollgruppe: 0,08).

Korrelation von MMP-9 im Pleuraerguss mit systemischer Inflammation

GruppengroRe (n) Spearman Koeffizient p-Wert

Patienten mit Lungenkarzinom

Korrelation von MMP-9 im Erguss mit CRP 19 0,27 0,26

Korrelation von MMP-9 im Erguss mit Leukozyten 19 0,27 0,26

Korrelation von MMP-9 im Erguss mit Lymphozyten 17 -0,03 0,92
Patienten der Kontrollgruppe

Korrelation von MMP-9 im Erguss mit CRP 11 0,01 0,99

Korrelation von MMP-9 im Erguss mit Leukozyten 11 0,69 0,02

Korrelation von MMP-9 im Erguss mit Lymphozyten 8 0,67 0,08

Tabelle 5 Korrelation von MMP-9 mit systemischer Inflammation

Korrelation von Angiogenin mit systemischer Inflammation

Bei Untersuchung der Korrelation der CRP-Spiegel mit der Hohe der Werte von
Angiogenin im Pleuraerguss, konnte weder im Kollektiv der Patienten mit
Lungenkarzinom (p-Wert: 0,36), noch im Kollektiv der Patienten der

Kontrollgruppe (p-Wert: 0,8) eine Signifikanz festgestellt werden.

Eine signifikante Korrelation konnte auch im Vergleich der Leukozytenzahlen mit
der Angiogenin Konzentration im Erguss nicht festgestellt werden (p-Wert
Lungenkarzinom: 0,07; p-Wert Kontrollgruppe: 0,97).

Es zeigte sich bei Untersuchung der Korrelation von Angiogenin und Zahl der
Lymphozyten, sowohl in der Gruppe mit Lungenkarzinom (p-Wert: 0,16), als auch
in der Kontrollgruppe (p-Wert: 0,06) keine statistische Korrelation.
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Korrelation von Angiogenin im Pleuraerguss mit systemischer Inflammation

GruppengroRe (n) Spearman Koeffizient p-Wert

Patienten mit Lungenkarzinom

Korrelation von Angiogenin im Erguss mit CRP 19 0,22 0,36

Korrelation von Angiogenin im Erguss mit Leukozyten 19 -0,42 0,07

Korrelation von Angiogenin im Erguss mit Lymphozyten 17 -0,35 0,16
Patienten der Kontrollgruppe

Korrelation von Angiogenin im Erguss mit CRP 11 -0,09 0,8

Korrelation von Angiogenin im Erguss mit Leukozyten 11 -0,02 0,97

Korrelation von Angiogenin im Erguss mit Lymphozyten 8 -0,72 0,06

Tabelle 6 Korrelation von Angiogenin mit systemischer Inflammation

Korrelation von VEGF mit systemischer Inflammation

Es zeigte sich weder bei Patienten mit Lungenkarzinom noch bei Patienten der
Kontrollgruppe eine signifikante Korrelation von VEGF im Pleuraerguss
verglichen mit der Héhe der CRP-Spiegel, die im Serum bestimmt wurden

(Lungenkarzinom p-Wert: 0,88; Kontrollgruppe p-Wert: 0,49).

Die Untersuchung des Zusammenhangs von Leukozyten mit der Héhe der VEGF
Werte zeigte in beiden Gruppen keine signifikante Korrelation (Lungenkarzinom
p-Wert: 0,33; Kontrollgruppe p-Wert: 0,30).

Es konnte festgestellt werden, dass im Vergleich der Korrelation der
Lymphozytenzahl mit der Konzentration von VEGF im Pleuraerguss, eine
signifikante Korrelation in der Kontrollgruppe (p-Wert: 0,02) auftritt, wohingegen
die Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom keine signifikante Korrelation zeigt
(p-Wert: 0,67).

Korrelation von VEGF im Pleuraerguss mit systemischer Inflammation

GruppengrofRe (n) Spearman Koeffizient p-Wert

Patienten mit Lungenkarzinom

Korrelation von VEGF im Erguss mit CRP 19 -0,04 0,88

Korrelation von VEGF im Erguss mit Leukozyten 19 -0,23 0,33

Korrelation von VEGF im Erguss mit Lymphozyten 17 -0,11 0,67
Patienten der Kontrollgruppe

Korrelation von VEGF im Erguss mit CRP 11 0,24 0,49

Korrelation von VEGF im Erguss mit Leukozyten 11 0,35 0,30

Korrelation von VEGF im Erguss mit Lymphozyten 8 0,81 0,02

Tabelle 7 Korrelation von VEGF mit systemischer Inflammation

Korrelation von IGF-1 mit systemischer Inflammation

Bei Untersuchung des Zusammenhangs der CRP Werte mit der Hohe der IGF-1

Konzentrationen zeigte sich in der Kontrollgruppe eine signifikante Korrelation (p-
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Wert: 0,03). Die Patienten mit Lungenkarzinom zeigten keine Korrelation (p-Wert:
0,28).

Bei Betrachtung der Korrelation der Leukozytenzahlen mit IGF-1 Werten zeigte
sich in beiden Gruppen keine signifikante Korrelation (p-Wert Lungenkarzinom:
0,40; p-Wert Kontrollgruppe: 0,08).

Auch der Vergleich beider Gruppen mit der absoluten Anzahl der Lymphozyten
ergab keine signifikante Korrelation (p-Wert Lungenkarzinom: 0,36; p-Wert

Kontrollgruppe: 0,66).

Korrelation von IGF-1 im Pleuraerguss mit systemischer Inflammation

GruppengroRe (n) Spearman Koeffizient p-Wert

Patienten mit Lungenkarzinom

Korrelation von IGF-1 im Erguss mit CRP 19 -0,26 0,28

Korrelation von IGF-1 im Erguss mit Leukozyten 19 -0,21 0,40

Korrelation von IGF-1 im Erguss mit Lymphozyten 17 0,24 0,36
Patienten der Kontrollgruppe

Korrelation von IGF-1 im Erguss mit CRP 11 -0,68 0,03

Korrelation von IGF-1 im Erguss mit Leukozyten 11 -0,56 0,08

Korrelation von IGF-1 im Erguss mit Lymphozyten 8 -0,19 0,66

Tabelle 8 Korrelation von IGF-1 mit systemischer Inflammation

Korrelation von IGFBP-3 mit systemischer Inflammation

Es zeigte sich weder bei Patienten mit Lungenkarzinom noch bei Patienten der
Kontrollgruppe eine signifikante Korrelation von IGFBP-3 im Pleuraerguss
verglichen mit Hohe der CRP-Spiegel, die im Serum bestimmt wurden

(Lungenkarzinom p-Wert: 0,16; Kontrollgruppe p-Wert: 0,23).

Eine signifikante Korrelation konnte auch in beiden Gruppen nicht im Vergleich
zur Leukozytenzahl gefunden werden. (p-Wert Lungenkarzinom 0,47; p-Wert
Kontrollgruppe: 0,96).

Sowohl in der Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom (p-Wert: 0,3), als auch
in der Kontrollgruppe (p-Wert: 0,69), ergab sich im Vergleich mit den Zahlen der
Lymphozyten keine signifikante Korrelation.
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Korrelation von IGFBP-3 im Pleuraerguss mit systemischer Inflammation

GruppengrofRe (n) Spearman Koeffizient p-Wert

Patienten mit Lungenkarzinom

Korrelation von IGFBP-3 im Erguss mit CRP 19 -0,33 0,16

Korrelation von IGFBP-3 im Erguss mit Leukozyten 19 -0,18 0,47

Korrelation von IGFBP-3 im Erguss mit Lymphozyten 17 0,26 0,30
Patienten der Kontrollgruppe

Korrelation von IGFBP-3 im Erguss mit CRP 11 -0,4 0,23

Korrelation von IGFBP-3 im Erguss mit Leukozyten 11 -0,02 0,96

Korrelation von IGFBP-3 im Erguss mit Lymphozyten 8 -0,17 0,69

Tabelle 9 Korrelation von IGFBP-3 mit systemischer Inflammation

Korrelation von IL-6 mit systemischer Inflammation

Bei Untersuchung der Korrelation der CRP-Spiegel mit der Hohe der Werte von
IL-6 im Pleuraerguss konnte weder im Kollektiv der Patienten mit
Lungenkarzinom (p-Wert: 0,06), noch im Kollektiv der Patienten der

Kontrollgruppe (p-Wert: 0,69), eine Signifikanz festgestellt werden.

Im Vergleich der Korrelation der Leukozytenzahlen im Serum mit Hohe der IL-6
Spiegel im Pleuraerguss zeigte sich in beiden Gruppen keine signifikante
Korrelation (p-Wert Lungenkarzinom: 0,84; p-Wert Kontrollgruppe: 0,34).

Eine signifikante Korrelation konnte auch im Vergleich der Lymphozytenzahlen
mit der IL-6 Konzentration im Erguss nicht festgestellt werden (p-Wert

Lungenkarzinom: 0,79; p-Wert Kontrollgruppe: 0,93).

Korrelation von IL-6 im Pleuraerguss mit systemischer Inflammation

GruppengrofRe (n) Spearman Koeffizient p-Wert

Patienten mit Lungenkarzinom

Korrelation von IL-6 im Erguss mit CRP 19 0,44 0,06

Korrelation von IL-6 im Erguss mit Leukozyten 19 -0,05 0,84

Korrelation von IL-6 im Erguss mit Lymphozyten 17 -0,07 0,79
Patienten der Kontrollgruppe

Korrelation von IL-6 im Erguss mit CRP 11 0,14 0,69

Korrelation von IL-6 im Erguss mit Leukozyten 11 -0,32 0,34

Korrelation von IL-6 im Erguss mit Lymphozyten 8 0,05 0,93

Tabelle 10 Korrelation von IL-6 mit systemischer Inflammation

Korrelation von IL-8 mit systemischer Inflammation

Im Vergleich der IL-8 Werte im Pleuraerguss beider Gruppen mit der Hohe der
CRP Werte im Serum zeigte sich keine signifikante Korrelation (p-Wert

Lungenkarzinom: 0,07; p-Wert Kontrollgruppe: 0,36)
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Bei Untersuchung des Zusammenhangs der Leukozytenzahlen mit der Hohe der
IL-8 Konzentrationen zeigte sich weder in der Patientengruppe mit
Lungenkarzinom (p-Wert: 0,79), noch in der Kontrollgruppe (p-Wert: 0,88) eine

signifikante Korrelation.

Auch im Vergleich beider Gruppen mit dem absoluten Wert der Lymphozyten
konnte in beiden Gruppen keine signifikante Korrelation festgestellt werden (p-
Wert Lungenkarzinom: 0,57; p-Wert Kontrollgruppe: 0,93).

Korrelation von IL-8 im Pleuraerguss mit systemischer Inflammation

GruppengroRe (n) Spearman Koeffizient p-Wert

Patienten mit Lungenkarzinom

Korrelation von IL-8 im Erguss mit CRP 19 0,42 0,07

Korrelation von IL-8 im Erguss mit Leukozyten 19 -0,06 0,79

Korrelation von IL-8 im Erguss mit Lymphozyten 17 -0,15 0,57
Patienten der Kontrollgruppe

Korrelation von IL-8 im Erguss mit CRP 11 0,31 0,36

Korrelation von IL-8 im Erguss mit Leukozyten 11 0,05 0,88

Korrelation von IL-8 im Erguss mit Lymphozyten 8 0,05 0,93

Tabelle 11 Korrelation von IL-8 mit systemischer Inflammation

Korrelation von TGF-31 mit systemischer Inflammation

Es konnte festgestellt werden, dass im Vergleich der Korrelation der CRP Werte
mit der Hohe der TGF-31 Werte, eine signifikante Korrelation in der Gruppe der
Patienten mit Lungenkarzinom (p-Wert: 0,04) auftritt, wohingegen die

Kontrollgruppe keine signifikante Korrelation zeigt (p-Wert: 0,18).

In beiden Gruppen konnte im Vergleich der Leukozytenzahlen im Serum mit den
TGF-31 Werten im Pleuraerguss keine signifikante Korrelation gefunden werden

(p-Wert Lungenkarzinom: 0,29; p-Wert Kontrollgruppe: 0,27).

Bei Betrachtung der Korrelation der Lymphozytenzahlen mit TGF-31
Serumwerten, zeigte sich bei Patienten mit Lungenkarzinom eine deutliche
Signifikanz (p-Wert: 0,01), die sich in der Kontrollgruppe nicht zeigte (p-Wert:
0,60).
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Korrelation von TGF-B1 im Pleuraerguss mit systemischer Inflammation

GruppengroRe (n) Spearman Koeffizient p-Wert

Patienten mit Lungenkarzinom

Korrelation von TGF-R1 im Erguss mit CRP 19 0,48 0,04

Korrelation von TGF-R1 im Erguss mit Leukozyten 19 -0,26 0,29

Korrelation von TGF-B1 im Erguss mit Lymphozyten 17 -0,63 0,01
Patienten der Kontrollgruppe

Korrelation von TGF-R1 im Erguss mit CRP 11 0,44 0,18

Korrelation von TGF-R1 im Erguss mit Leukozyten 11 0,36 0,27

Korrelation von TGF-R1 im Erguss mit Lymphozyten 8 0,13 0,60

Tabelle 12 Korrelation von TGF-31 mit systemischer Inflammation

Korrelation von TGF-32 mit systemischer Inflammation

Bei Untersuchung des Zusammenhangs der Hohe der CRP Werte im Serum mit
der Hohe der TGF-32 Konzentrationen im Pleuraerguss, zeigte sich weder in der
Patientengruppe mit Lungenkarzinom (p-Wert: 0,23), noch in der Kontrollgruppe

(p-Wert: 0,23) eine signifikante Korrelation.

Auch bei Betrachtung der Korrelation der Leukozytenzahlen mit den TGF-32
Werten, zeigte sich in beiden Gruppen keine Signifikanz (p-Wert
Lungenkarzinom: 0,07; p-Wert Kontrollgruppe: 0,80).

Bei Untersuchung des Zusammenhangs der Lymphozytenzahlen mit der Hohe
der TGF-R2 Konzentrationen, zeigte sich weder in der Patientengruppe mit
Lungenkarzinom (p-Wert: 0,70), noch in der Kontrollgruppe (p-Wert: 0,53) eine

signifikante Korrelation.

Korrelation von TGF-B2 im Pleuraerguss mit systemischer Inflammation

GruppengroRe (n) Spearman Koeffizient p-Wert

Patienten mit Lungenkarzinom

Korrelation von TGF-R2 im Erguss mit CRP 19 0,29 0,23

Korrelation von TGF-82 im Erguss mit Leukozyten 19 -0,43 0,07

Korrelation von TGF-82 im Erguss mit Lymphozyten 17 -0,10 0,70
Patienten der Kontrollgruppe

Korrelation von TGF-R2 im Erguss mit CRP 11 0,40 0,23

Korrelation von TGF-R2 im Erguss mit Leukozyten 11 0,09 0,80

Korrelation von TGF-RB2 im Erguss mit Lymphozyten 8 0,27 0,53

Tabelle 13 Korrelation von TGF-32 mit systemischer Inflammation

Korrelation von IL-22 mit systemischer Inflammation

Im Vergleich der IL-22 Werte im Pleuraerguss beider Gruppen mit der Héhe der
CRP Werte im Serum zeigte sich keine signifikante Korrelation (p-Wert
Lungenkarzinom: 0,19; p-Wert Kontrollgruppe: 0,84).
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Es konnte festgestellt werden, dass im Vergleich der Korrelation der
Leukozytenzahlen mit der Hohe der IL-22 Werte, eine signifikante Korrelation in
der Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom (p-Wert: 0,04) auftritt, wohingegen

die Kontrollgruppe keine signifikante Korrelation zeigt (p-Wert: 0,82).

Im Vergleich der absoluten Lymphozytenzahlen im Serum mit im Erguss
bestimmten IL-8 Werten, zeigte sich weder in der Gruppe der Patienten mit
Lungenkarzinom (p-Wert: 0,07), noch in der Kontrollgruppe (p-Wert: 0,36) eine
signifikante Korrelation.

Korrelation von IL-22 im Pleuraerguss mit systemischer Inflammation

GruppengréRe (n) Spearman Koeffizient p-Wert

Patienten mit Lungenkarzinom

Korrelation von IL-22 im Erguss mit CRP 19 0,43 0,19

Korrelation von IL-22 im Erguss mit Leukozyten 19 -0,47 0,04

Korrelation von IL-22 im Erguss mit Lymphozyten 17 -0,45 0,07
Patienten der Kontrollgruppe

Korrelation von IL-22 im Erguss mit CRP 11 -0,05 0,84

Korrelation von IL-22 im Erguss mit Leukozyten 11 0,08 0,82

Korrelation von IL-22 im Erguss mit Lymphozyten 8 0,38 0,36

Tabelle 14 Korrelation von IL-22 mit systemischer Inflammation

5.4.3 Differenzierung des Pleurapunktats

Eine Unabhéangigkeit zwischen der Ergussform (Exsudat/Transsudat) und der
Diagnose des Lungenkarzinoms konnte nicht verworfen werden, sondern zeigte
sich in einem schwachen Zusammenhang. Der Phi-Koeffizient zeigte mit einem
Wert von 0,32 einen schwachen Zusammenhang der beiden Merkmale. Im Chi-
Quadrat-Vierfeldertest konnte die Nullhypothese, dass sich die Art des
Pleuraergusses unabhéngig von der Diagnose eines Lungenkarzinoms zeigt, auf
einem Signifikanzniveau von 0,05 nicht verworfen werden (Prufwert: 0,1;
Kritischer Wert: 3,84).

Differenzierung des Ergusses

Exsudat Transsudat
‘Lungenkarzinom 10 6 16
Kontrolle 3 7 10
13 6 26

Tabelle 15 Ergussdifferenzierung des Patientenkollektivs
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5.4.4 Differenzierung der Kontrollgruppe

Um einen moglichen Einfluss maligner Erkrankungen auf die Hohe der
Zytokinspiegel auszuschliessen, verglichen wir die Wertlagen der Patienten der
Kontrollgruppe untereinander. Die Patienten wurden anhand ihrer Diagnosen in
zwei Gruppen aufgeteilt. Zum einen in eine Gruppe mit der Diagnose einer
anderen malignen Erkrankung als dem Lungenkarzinom (n=4) und zum anderen
in eine Gruppe ohne maligne Erkrankung (n=7). Sowohl die Werte im Serum als

auch die Werte im Pleuraerguss wurden verglichen.

Im Vergleich der beiden Gruppen der Kontrollgruppe, zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede. Die Ergebnisse der einzelnen Zytokine sind in

folgender Tabelle aufgefihrt.

Differenzierung der Kontrollgruppe

Pleuraerguss Serum

p-Wert p-wert

CXCL5 0,78 1

TFF3 0,79 0,53
MMP-9 0,53 1

Angiogenin 0,79 0,07
VEGF 0,65 0,93
IGF-1 0,23 0,79
IGFBP-3 0,85 0,93
IL-6 0,32 0,79
IL-8 0,41 0,93
TGF-R1 0,41 0,53
TGF-R32 0,51 0,79
IL-22 1 1

Tabelle 16 Differenzierung der Kontrollgruppe
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6 Diskussion

6.1

Mit der Studie sollte zum einen ein grundlegendes Verstandnis uber die
Immunologie des Tumormilieus und zum anderen Kenntnisse Uber die
unterschiedlichen Konzentrationen in lokalen Pleuraergussproben, verglichen
mit peripheren Serumwerten, gewonnen werden. Dafur wurden 30 Patienten in
die Studie aufgenommen, bei denen eine Klinisch indizierte Pleurapunktion
durchgefiihrt wurde. Von diesen 30 Patienten hatten 19 Patienten die Diagnose
eines Lungenkarzinoms verschiedener Subtypen und 11 Patienten eine andere
Diagnose, welche somit die Kontrollgruppe stellten. In einer Querschnittsstudie
guantifizierten wir mittels ELISA-Untersuchungen 12 Zytokine, welche durch
vorausgegangene Studienergebnisse und Literaturrecherchen vorselektiert
wurden. Zum Abgleich der Zytokinwerte mit systemischen
Inflammationssmarkern, verglichen wir die lokalen Zytokinexpressionen mit den

systemischen Markern CRP, Leukozyten und Lymphozyten.

Zytokine
CXCL5

Erhohte CXCL5 Serum Werte sind zum einen assoziiert mit einem erhdéhten
Risiko fur die Entstehung eines Lungenkarzinoms, als auch, zusammen mit
erhohten Werten direkt im Tumorgewebe, assoziiert mit einem aggressiveren
Charakter des Tumors und einem schlechteren Gesamtiberleben der
Betroffenen (Shiels et al. 2013; Kongju et al. 2017). Bei Patienten mit NSCLC im
Frihstadium stellte sich CXCL5 als statistisch signifikanter Prognosefaktor dar
(Kowalczuk et al. 2014). Eine weitere Studie zeigte, dass erhohte mRNA Spiegel
in Gewebeproben sowohl mit der TumorgréRe, als auch der histologischen

Differenzierung, in Zusammenhang stehen (Han et al. 2015).

Trotz deutlich héherem Mittelwert im Pleuraerguss der Gruppe der Patienten mit
Lungenkarzinom zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Gruppen. Der hohere Mittelwert lasst sich durch die hohen Ausrei3er in der
Gruppe erklaren und wird durch die Methodik des Whitney-Mann-U Test
relativiert. Es konnte nicht, wie in der Literatur oft beschrieben, gezeigt werden,

dass die Diagnose des Lungenkarzinoms mit erhdhten CXCL5 Spiegeln
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assoziiert werden kann, weder in direkter Nahe des Tumors im Milieu des

Pleuergusses noch peripher im Serum.

Die hoheren Medianwerte beider Gruppen im Serum (Lungenkarzinom: 1183
pg/ml; 1185 pg/ml) im Vergleich zu den Werten im Pleuraerguss
(Lungenkarzinom: 91 pg/ml; Kontrollgruppe: 38 pg/ml), wurden schon zuvor
beschrieben (Liu et al. 2009). Signifikante Unterschiede ergaben sich jedoch nur
in der Kontrollgruppe. Eine direkte Verstarkung der Expression, wie sie fur
CXCL5 in Phasen der Infektion durch Thrombozyten, Endothelzellen und auch
Monozyten bekannt ist, kénnte eine mdgliche Erklarung fir die erhdhten
Serumwerte sein (Power et al. 1994; Imaizumi et al. 1997; Schnyder-Candrian
und Walz 1997). Eine lokale Produktion im Pleuraerguss, wie sie von Liu et al.

2009 vermutet wurde, konnte nicht bestatigt werden.

Obwohl fur CXCLS5 eine mal3gebliche Beteiligung an Schritten der Inflammation
nachgewiesen und oft beschrieben ist, zeigte sich in dieser Studie zwar eine
Korrelation lokal gemessener Werte mit Parametern systemischer Inflammation,
jedoch nie signifikant unter dem zuvor gesetzten 5% Fehlerniveau (Mei et al.
2012; Jeyaseelan et al. 2004). CXCL5 scheint somit auch unter dem Einfluss
lokaler Prozesse zu stehen und lasst mit den im Pleuraerguss gemessenen

Werten kein direktes Abbild der systemischen Lage der Inflammation zu.
TFF3

Studien zeigen erhdohte Werte von TFF3 im Serum und Lungengewebe bei
Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich zu Patienten aus einer
Kontrollgruppe (Qu 2012). Erhdhte TFF3-Werte wurden in Proben von Patienten
mit  Adenokarzinom  gefunden, nicht aber bei Patienten mit

Plattenepithelkarzinom (Wang et al. 2015).

Im Zusammenhang mit der Pathogenese des Lungenkarzinoms existieren nur
wenige Studien, die erhdhte Werte vor allem fiir den Subtyp des Adenokarzinoms
beschreiben. Diese Werte wurden jedoch bisher auch nur in direkten

Gewebeproben nachgewiesen (Qu 2012; Wang et al. 2015).

In der vorliegenden Studie konnten weder im Pleuraerguss (Median: 16113
pg/ml) noch im Serum (Median: 15328 pg/ml) von Patienten mit Lungenkarzinom

erhohte TFF3 Spiegel im Vergleich mit der Kontrollgruppe (Median Pleuraerguss:
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16392 pg/ml; Median Serum: 17601 pg/ml) dargelegt werden. Dieses Ergebnis
spiegelt sich auch teilweise in einer Studie von Davidson et al. wider, in der keine
Uberexpression von TFF3 in Pleuraergussproben von Patienten mit
Adenokarzinom gefunden werden konnte (Davidson et al. 2012). Eine lokal
erhohte Produktion, im Kompartiment des Pleuraergusses, die man durch die
Produktion, welche vor allem durch Muzin produzierende Zellen durchgefihrt

wird, erwarten kénnte, konnte nicht dargestellt werden.

Es ergeben sich keine Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen TFF3

Spiegeln in Pleuraerguss oder Serum und der Diagnose eines Lungenkarznoms.

Als einziger Parameter der systemischen Inflammation zeigte sich in der
Kontrollgruppe eine signifikante Korrelation (p-Wert: 0,02) der Lymphozyten mit
TFF3 Werten, bei negativem Spearman Koeffizienten. Es gibt keine Literatur, die
einen Zusammenhang der Hohe der Lymphozyten mit TFF3 Spiegeln beschreibt
und auch die Korrelation im Kollektiv der Kontrollgruppe lasst keinen Riickschluss
auf einen Zusammenhang systemischer Inflammation mit TFF3 Spiegeln bei

Patienten mit Lungenkarzinom zu.
MMP-9

Anhand von A549 Zelllinien konnte eine ILK induzierte MMP-9 Expression bei
Patienten mit NSCLC nachgewiesen werden, die Zell Migration und Invasion
triggerte (Zhao et al. 2013). In bronchoskopisch entnommenem Lungengewebe
zeigte sich sowohl eine erhéhte MMP-9 Expression als auch erhéhte MMP-9
Aktivitat in Serum und Lungengewebe bei Patienten mit NSCLC/SCLC. Je
fortgeschrittener das Stadium der Tumorerkrankung war, desto hoher waren
auch die nachgewiesenen MMP-9 Werte (El-Badrawy et al. 2014).

Zur Hohe der MMP-9 Spiegel in malignem Pleuraerguss finden sich in der
Literatur verschiedene Aussagen. Fiorelli et al. fanden bei Patienten mit
Lungenkarzinom signifikant hdhere MMP-9 Spiegel im Vergleich zu Proben aus
benignen Pleuraerglssen (1200 ng/ml vs. 171 ng/ml; p<0,0001) (Fiorelli et al.
2013). MMP-9 Level im Pleuraerguss scheinen trotz relativ erhéhten Werten aber
auch kein préadiktiver Marker fur maligne Neoplasien zu sein, legen aber die
lokale Produktion von MMP-9 nahe (Hurewitz et al. 1992). Auch signifikant

niedrigere MMP-9 Spiegel im Pleuraerguss von Patienten mit Lungenkarzinom
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verglichen mit Patienten einer benignen Kontrollgrupp wurden schon
beschrieben (Kremer et al. 2010).

Es konnten in dieser Studie zwar erhOhte Mittelwerte von 572 ng/ml im
Pleuraerguss der Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich zur Kontrollgruppe
mit 299 ng/ml nachgewiesen werden, so zeigt sich aber die geringe Aussagekraft
dieser Zahlen, wenn man die Medianwerte betrachtet, die der Kontrollgruppe
einen hoheren Median von 68 ng/mlim Vergleich zu 22 ng/ml zusagen. Im Serum
zeigen sich sowohl Mittelwert als auch Median in der Kontrollgruppe hoher als

die Werte der Patienten mit Lungenkarzinom.

Bezogen auf die Diagnose Lungenkarzinom, konnten keine signifikanten
Aussagen getroffen werden, doch zeigen die niedrigeren Werte den Median
betrachtend, eher eine Bestéatigung der Ergebnisse von Kremer et al. Eine lokale
Produktion von MMP-9 widerlegten die Ergebnisse unserer Untersuchung, die
fur beide Gruppen (p-Wert: 0,002 & p-Wert 0,03) signifikant hohere Werte im
Serum, als im Pleuraerguss fanden. Dieser Unterschied lasst eine MMP-9
Diffusion aus dem Serum wabhrscheinlicher erscheinen, als eine lokale

Produktion durch dort vorhandene Zellpopulation.

Eine vorhandene Korrelation der Leukozyten mit MMP-9 Werten (p-Wert 0,02)
und positivem Spearman Index von 0,69 in der Kontrollgruppe, lasst einen
maoglich Rickschluss zu, dass MMP-9 Werte im lokalen Milieu als Abbild der
systemischen Inflammation wirken konnte. Aufgrund mangelnder weiterer
Studien und fehlender Korrelation der Lymphozyten und dem CRP-Wert, sollte

man dieses Ergebnis klinisch bei Bedarf in weiteren Studien festigen.

Angiogenin

Im Lungenkondensat von Patienten mit NSCLC wurde eine erhohte
Angiogeninkonzentration gemessen (Gessner et al. 2007). Eine Studie konnte
zwar keine Korrelation zwischen den Angiogeninkonzentrationen in Serum und
BAL feststellen, aber eine Korrelation der Angiogeninlevel im Vergleich der BAL
der beiden Lungenseiten darstellen (Gesund vs. Krank) (Rozman et al. 2012).
Die Zellproliferation und Angiogenese wurden in Zellen des Adenokarzinoms
durch Angiogenin beeinflusst (Yuan et al. 2009).
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Aufgrund der anti-apoptotischen und (gleichzeitig Angiogenese und
Zellproliferation férdernden Wirkung von Angiogenin und fehlender Datenlage
bezlglich Angiogeninlevel im Pleuraerguss bei Patienten mit und ohne
Lungenkarzinom, sollte die Datenlage durch die durchgefihrten ELISA
Untersuchungen erweitert werden (Gao und Xu 2008; Sadagopan et al. 2012).
Es ergaben sich jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede oder erhdhte
Werte in beiden Gruppen. Auf diesen Daten aufbauend, lasst sich keine pradiktiv

sinnvolle Nutzung von Angiogenin als Tumormarker herleiten.

Auf das lokale Milieu des Tumors bezogen, scheint sich keine lokale Produktion
oder erhéhte Konzentration von Angiogenin darzustellen, da beide Gruppen im
direkten Vergleich der Serum Werte mit den Werten des Pleuraergusses hohere
Werte im Serum zeigten (p-Wert: 0,001 & p-Wert 0,0004). Eine wie von Yuan et
al. beschriebene Beeinflussung der Zellproliferation und Angiogenese scheint
somit zumindest nicht mit lokal erhéhten Werten im Erguss einherzugehen, bzw.

stellen diese Beeinflussung eher in Frage.

Es zeigte sich fur Angiogenin keine relevante Korrelation mit Parametern der
systemischen Inflammation. Dies lasst Angiogeninwerte als Abbild der direkten
Einflisse der Prozesse im Erguss wahrscheinlicher erscheinen, als eine

Beeinflussung der Angiogenin Werte im Erguss durch systemische Inflammation.
VEGF

Es zeigten sich lokal erhéhte Werte von VEGF in BAL bei Patienten mit
Lungenkarzinom und auch eine positive Korrelation von VEGF-Serumwerten mit
TumorgrofRe und Metastasierung (Rozman et al. 2012). Einige VEGF-
Polymorphismen zeigen eine Assoziation mit einem erhéhten Risiko flr
Lungenkrebs (Lin et al. 2013). Die Hohe der VEGF mRNA und Protein

Expression korreliert mit der medianen Uberlebenszeit (Ang Yuan et al. 2000).

Eine Vielzahl an Studien belegt den Einfluss von VEGF auf die Entstehung eines
Pleuraergusses. VEGF scheint durch die Erh6hung der Gefal3permeabilitit einen
wichtigen Beitrag zu leisten und kann biologisch aktiv im Pleuraerguss
Tumorwachstum und Chemotaxis unterstiitzen. Der VEGF Subtyp VEGF-A wird
von Tumorzellen des Lungenkarzinoms sekretiert und scheint ein Induktor fir die

Entstehung eines Ergusses zu sein (Grove und Lee 2002; Hoeben 2004;
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Haruhiko et al. 2004; Bradshaw et al. 2013). Sowohl die genau Rolle von VEGF
in der biologischen Achse als auch die Pathogenese des malignen
Pleuraergusses ist aber noch unbekannt und bedarf weiterer Forschung
(ECONOMIDOU et al. 2010).

Erhdhte VEGF Werte im malignen Pleuraerguss oder Exsudat wurden schon des
Ofteren beschrieben. Eine Metaanalyse von 20 Studien die Uber einen Zeitraum
von 15 Jahren erhoben wurden zeigte, dass die VEGF-Level im Erguss und
Serum bei einem Grof3teil der Patienten mit malignen Pleuraerguss im
Gegensatz zum Patientenkollektiv mit benignem Pleuraerguss erhdht waren
(Eleftheria et al. 2016). Erhéhte VEGF-Werte in Erguss und Serum verglichen mit
Serum- bzw. Transsudatproben gesunder Probanden, fanden sich statistisch
signifikant (P < 0.001 and P < 0.0001) auch bei Hamed et al. (Hamed et al. 2004).
Mit der Frage, ob VEGF als Marker fur weitere invasivere diagnostischere
Schritte verwendet kann, beschéftigten sich Fiorelli et al. Auch sie konnten
belegen, dass VEGF im malignen Erguss signifikant hoher ist als in benignem
Erguss (p=0,005). Es bestand jedoch kein signifikanter Unterschied in der
Ursache des Ergusses, im Vergleich von Lungenkarzinom zu Mesotheliom

und/oder extra thorakalen Ursachen (Fiorelli et al. 2011).

Die Untersuchung der Wertlagen ergab auch in unserer Studie sowohl einen
erhdhten Mittelwert (6687 pg/ml vs. 4178 pg/ml), als auch einen erhéhten Median
(2920 pg/ml vs. 518) bei Patienten mit Lungenkarzinom im direkten Vergleich der
Werte im Pleuraerguss. Eine statistische Signifikanz ergab sich aber nicht (p-
Wert: 0,56), weswegen unsere Studie eine Beteiligung von VEGF an der
Entstehung eines malignen Pleuraergusses weiterhin bestarkt, aber keine

statistisch signifikant verwendbaren Ergebnisse beitragen kann.

Die gemessenen Werte im Serum zeigten weder im Mittelwert noch im Median
starke Abweichungen und lassen im Gegensatz zur bisherigen Datenlage keine

Vermutung einer systemischen Wirkung von VEGF zu.

Eine vermutete lokale Produktion von Tumorzellen des Lungenkarzinoms, wie
sie auch von Haruhiko et al. beschrieben wurde, zeigte sich auch in den
Auswertungen unserer Datenlagen. Die lokalen Werte im Pleuraerguss von

Patienten mit Lungenkarzinom (Mittelwert: 6687 pg/ml; Median: 2920 pg/ml)
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zeigten sich statistisch signifikant erhoht (p-Wert: 0,01), verglichen mit den
zugehdrigen Serum Werten der Patienten mit Lungenkarzinom (Mittelwert: 554
pg/ml; Median: 366 pg/ml). Dieses Ergebnis bestarkt die bisherigen
Untersuchungen, die eine Beteiligung von VEGF an der Entstehung eines
malignen Pleuraergusses vermuten. Eine lokale Produktion durch Zellen des
Lungenkarzinoms erscheint wahrscheinlich, da sich der Unterschied in der
Kontrollgruppe nicht signifikant zeigte (p-Wert: 0,40). Weitere Studien zur
genauen Pathomechanik der Entstehung eines malignen Pleuraergusses und die
Beeinflussung durch lokale VEGF-Spiegel stellen sich als vielversprechendes
Ziel dar.

Trotz einer Korrelation der Lymphozytenzahl mit der VEGF Konzentration im
Pleuraerguss der Kontrollgruppe, lasst sich bei fehlender Korrelation vom CRP
und der Gesamtzahl der Leukozyten kein direkter Zusammenhang zwischen

systemischer Inflammationslage und den lokalen Werten von VEGF erkennen.
IGF-1

Eine erhodhte IGF-1-Produktion ist bei Patienten mit NSCLC mit geringerer
Gesamtuberlebenszeit verbunden und zeigt sich besonders haufig bei Patienten
mit einer EGFR-Mutation. Patienten mit SCLC zeigen oft eine vermehrte
Proteinexpression von IGF-1R und erhdhte Anzahl an IGF-1R Kopien. Auch im
Serum zeigen Patienten mit Lungenkarzinom (NSCLC & SCLC) erhéhte IGF-1
Werte, sowohl vor als auch nach Chemotherapie (Badzio et al. 2010; Kim et al.
2014; lzycki T et al. 2004).

Die Bestimmung von IGF-1 im Pleuraerguss bei Patienten mit Lungenkarzinom
wurde bisher noch nicht forciert durchgefuhrt. Es existieren Daten, welche
erhdhte IGF-1 Werte im Erguss von Patienten mit soliden Tumoren im Vergleich
zum Pleuraerguss von Patienten mit Transsudat und im Vergleich zum
Pleuraerguss von Patienten mit zugrundeliegender Infektion, zeigen. Eine
differenzierte Auswertung beziglich der Wertlagen der einzelnen Typen der
soliden Tumoren erfolgte nicht (Olchovsky et al. 2002).

Wir konnten in unserer Studie einen signifikanten Unterschied der IGF-1 Level im
Pleuraerguss von Patienten mit Lungenkarzinom verglichen mit der

Kontrollgruppe zeigen (p-Wert: 0,02). Neben einem erhéhten Mittelwert (45 ng/mi
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vs. 19 ng/ml), zeigte das Kollektiv der Patienten mit Lungenkarzinom auch einen
erhohten Medianwert (45 ng/ml vs. 17 ng/ml). Die signifikant hdhere
Konzentration von IGF-1 im Pleuraerguss kdnnte ein diagnostisch wichtiges
Entscheidungskriterium bei der Beurteilung der Malignitat eines Pleuraergusses

werden.

Im Serum zeigten sich im direkten Vergleich keine signifikanten Unterschiede,
vergleicht man jedoch die IGF-1 Werte im Serum mit den Werten im
Pleuraerguss, so ergeben sich sowohl fur die Patientengruppe mit
Lungenkarzinom, als auch fiir die Kontrollgruppe signifikant hohere Werte im
Serum (p-Wert: 0,0001 & p-Wert: 0,0006). Eine Erklarung fir diese Unterschiede
l&sst sich im Hauptproduktionsort der Leber finden, von dem aus IGF-1 zum Teil
seine Wirkorte tber die Blutbahn erreicht und dort per Diffusion mit dem IGF-1-
R interagiert. Die zusatzlich lokal erhdhten IGF-1 Werte im Erguss der Patienten
mit Lungenkarzinom, lassen vermuten, dass eine lokale Produktion, von zum
Beispiel bronchialen Epithelzellen oder direkt Zellen des Tumors, das lokale
Milieu beeinflussen (Zhang et al. 1999). Um diese Beobachtungen weiter zu
vertiefen sollten weitere Studien die die Immunologie der Tumorzellen und/oder

bronchialen Epithelzellen untersuchen, forciert werden.

Es zeigte sich keine signifikante Korrelation mit Parametern systemischer
Inflammation. Auf diesen Ergebnissen aufbauend, wurde der Einfluss eines
zentralen Zustandes der Inflammation auf die Hohe der lokal gemessenen IGF-

1 Werte ausgeschlossen.
IGFBP-3

Bei hypermethylierten IGFBP-3 Promoter wurden eine statistisch signifikant
geringere  GesamtlUberlebenszeit, Krankheitsfreineit und 5 Jahres-
Uberlebensrate bei Patienten mit NSCLC im Stadium | beobachtet. Eine erhthte
IGFBP-3 Serumkonzentration zeigte sich bei Patienten mit NSCLC und
Knochenmetastasen im Vergleich zu Patienten mit NSCLC ohne
Knochenmetastasen. Eine positive Korrelation der IGFBP-3 Serumkonzentration
mit der VEGF Serumkonzentration besteht ebenfalls (Chang et al. 2002; Lu et al.
2015).
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In unserer Studie konnte weder in Proben des Pleuraergusses noch im Serum
ein signifikanter Unterschied (p-Wert: 0,75 & p-Wert: 0,15) zwischen der Gruppe
mit Lungenkarzinom und der Kontrollgruppe gefunden werden. Die deutlich
erhdohten Werte im Serum, verglichen mit den Werten im Erguss, erklaren sich
durch die Funktion des IGFBP-3, welches im Serum frei zirkulierendes IGF-1
bindet. Es kann also davon ausgegangen werden, dass IGFBP-3 bezlglich der
Diagnostik des Lungenkarzinoms und dem Verstandnis des immunologischen

Milieus keine hohe Aussagekraft besitzt.

Mit Parametern der systemischen Inflammation zeigte sich keine Korrelation und
somit ergab sich kein Hinweis auf den Einfluss der Parameter auf die IGFBP-3
Werte.

IL-6

Erhohte IL-6 Werte wurden in Gewebeproben bei Patienten mit NSCLC
gefunden, die sich bei Patienten mit Plattenepithelkarzinom héher zeigten als bei
Patienten mit Adenokarzinom. Auch eine autokrine Tumorexpression von IL-6 bei
Patienten mit NSCLC konnte nachgewiesen werden und eroffnet Fragen
beziiglich der Pathogenese des Tumors (Song et al. 2014; Haura EB et al. 2006).
Eine IL-6/JAK-Kinase Blockade fiihrt beim Adenokarzinom zu einem verringerten
Tumorwachstum (Gao et al. 2007). Eine autokrine IL-6-Produktion von Zellen des
Adenokarzinoms kann zu einer Stat3 Aktivierung fuhren, welche mit
darauffolgender VEGF-Hochregulierung eine Ursache fur die Entstehung eines

malignen Pleuraergusses sein kénnte (Yeh et al. 2006).

Lokal konnten in einer Studie erhdhte Werte von IL-6 und VEGF im Pleurapunktat
bei Patienten mit Adenokarzinom, im Vergleich zu einer tumorfreien
Kontrollgruppe, gezeigt werden. (Yeh et al. 2006). Unsere Ergebnisse, die weder
im Pleuraerguss (p-Wert: 0,25), noch im Serum (p-Wert: 1,00), signifikante
Unterschiede zwischen beiden Gruppen darstellten, decken sich mit Ergebnissen
von Da-Wei et al., welche fir IL-6 Werte keinen signifikanten Unterschied (p-
Wert: 0,586) zwischen malignem und benignem Erguss fanden (Da-Wei et al.
2017).

IL-6 zeigte sich sowohl im Pleuraerguss als auch im Serum bei beiden Gruppen

erhoht, im Vergleich zu Normalwerten im Serum, die um die 1 pg/ml liegen. Im
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Vergleich der Ergussproben mit Serumproben, wurden hochsignifikante
Unterschiede zwischen beiden Kompartimenten gefunden (p-Wert: 0,0000005 &
p-Wert: 0,00009). Die lokalen IL-6 Werte im Pleuraerguss waren deutlich erhéht.
Eine mdogliche Erklarung findet sich in der kurzen Halbwertszeit von IL-6 im
Serum, die nur wenige Minuten betragt. Das zirkulierende IL-6 wird durch Leber
und Niere ausgeschieden. Dieser fehlende Abbauprozess und eine mogliche
parakrine Sekretion von IL-6 im Milieu des Pleuraergusses, sowohl bei Patienten
mit Lungenkarzinom als auch in der Kontrollgruppe, kdnnten ein mdglicher
Ansatzpunkt fur das Verstandnis der unterschiedlichen HoOhen in beiden

Kompartimenten sein.

Trotz der bekannten Aktivitat von IL-6 im Rahmen einer Entzindungsreaktion,
stellte sich in vorliegender Studie keine signifikante Korrelation mit den
ausgewahlten Parametern einer systemischen Inflammation dar. Eine mdgliche
Erklarung kénnte sich in lokalen Prozessen finden, die einen Einfluss auf die
Hohe der IL-6-Spiegel im Erguss haben und sich in unserer Studie in beiden
Gruppen als signifikant unterschiedlich gezeigt haben.

IL-8

Erhohte IL-8 Serumspiegel sind assoziiert mit NSCLC und einem erhdhten
Risiko, ein Lungenkarzinom zu entwickeln (Pine et al. 2011). In Gewebeproben
zeigte sich bei Patienten mit NSCLC ein verkiirztes Uberleben, sowie erhohte IL-
8 Spiegel, bei Invasion des Tumors von Pleura und Gefal3en. Eine Assoziation
von hohen IL-8 Spiegeln und KRAS Mutation, im Vergleich zu Proben mit EGFR
Mutation oder Wildtyp, konnte auch nachgewiesen werden (Sunaga et al. 2014).
Die IL-8 Produktion durch NSCLC Zellen erfolgt Uber den ,EGFR-PI3K-Akt-Erk®
Signalweg (Zhang et al. 2012).

Messungen von IL-8-Konzentrationen im Pleuraerguss, sind bisher vor allem
dafur genutzt worden, um zwischen Ex- und Transsudat zu unterscheiden oder
den Erguss einer infektiosen Ursache zuordnen zu kdénnen. So zeigten sich
signifikant hohere IL-8 Spiegel (p-Wert: 0,001) in Exsudaten, welche mit Proben
aus Transsudaten verglichen wurden (Zaki und Ashour 2007). Eine weitere
Studie ergab signifikant niedrigere IL-8 Spiegel in malignen Ergiissen, verglichen
mit Ergussen infektioser Ursache. In der Gruppe der malignen Ergusse erfolgte
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keine Differenzierung zwischen den Tumorurspriingen (Ceyhan et al. 1996). Im
Vergleich zu Ceyhan et al., stellte unsere Studie im Pleuraerguss der Patienten
mit Lungenkarzinom einen hdheren Mittelwert (4810 pg/ml vs. 3426 pg/ml) und
einen hoheren Median (997 pg/ml vs. 817 pg/ml) dar. Fir diesen Unterschied
ergab sich jedoch keine statistische Signifikanz auf dem 5% Niveau.

Die gefunden Werte im Serum ergaben im Vergleich der Gruppen untereinander,
keinen statistisch signifikanten Unterschied.

Beide Gruppen zeigten im direkten Vergleich beider Kompartimente signifikant
hohere IL-8 Konzentrationen im Pleuraerguss, im Vergleich mit Werten im Serum
(p-Wert: 0,0000003 & p-Wert: 0,000003). Fur viele weitere Erkrankungen, wie
Psoriasis Vulgaris oder auch Endometriose ist eine lokale Wirkung von IL-8
beschrieben. Diese spezifische lokale Wirkung von IL-8, wie sie auch bei uns
gefunden wurde, wird zum einen durch eine autokrine IL-8 Sekretion und zum
anderen durch eine effektive und schnelle Bindung von frei zirkulierendem IL-8
im Serum begrundet (Arici 2002; Bickel 1993; Sticherling et al. 1999).

Auch fir IL-8 konnte keine signifikante Korrelation mit systemischen
Entzindungsparametern, wie CRP, Leukozyten und Lymphozyten gefunden

werden.
TGF-R1

Bei Patienten mit Lungenkarzinom zeigen sich erhéhte Serumwerte, sowie
erhohte TGF-R1 Werte in BAL-Proben. In diesen BAL-Proben zeigte sich auch
eine signifikante Korrelation zwischen TGF-R1 und IL-6 (Hou et al. 2013; Chen
et al. 2014). In Gewebeproben zeigte sich eine héhere Expression von TGF-31
in Proben des minimal invasiven Adenokarzinoms, verglichen mit einem

Adenokarzinom in situ (Imai et al. 2013).

Durch die aus unserer Arbeit hervorgegangen Ergebnisse zeigt sich, dass mit
TGF-R1 keine Unterscheidung zwischen einem Erguss, bedingt durch ein
Lungenkarzinom oder durch eine andere Ursache bedingt, vorgenommen
werden kann. Auch im Serum konnten keine statistisch signifikanten Ergebnisse
festgestellt werden, die zu einem besseren Verstandnis der Unterschiede der

Expression bei Patienten mit oder ohne Lungenkarzinom beigetragen hatten.

71



Die untersuchten Wertlagen ergaben statistisch hoch signifikante Unterschiede
der TGF-B1 Werte im Serum, verglichen mit Werten im Pleuraerguss (p-Wert
0,00000002 & p-Wert: 0,000003). Die Konzentrationen im Serum zeigten sich in
der Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom (Median: 23309 pg/ml) und ohne
Lungenkarzinom (Median: 23309 pg/ml) erhdht im direkten Vergleich mit Werten
des Pleuraergusses (Median: 2371 pg/ml & Median: 2278 pg/ml). Die Ergebnisse
lassen den Ruckschluss zu, dass die TGF-31 Konzentrationen im Pleuraerguss

vor allem durch Diffusion und nicht durch lokale Produktion zu Stande kommen.

Da sich eine signifikante positive Korrelation mit den CRP-Werten und auch der
Zahl der Lymphozyten mit der Hohe der TGF-31 Werte darstellte, konnten diese
Ergebnisse zu weiteren Studien anregen, die das Abbild der systemischen
Inflammation in lokalen TGF-R1 Spiegeln untersuchen. Eine zweiteilige Wirkung
von TGF-31 im Bezug auf eine systemische und lokale Wirkung wurde schon in
Studien beschrieben und steht unserem Ergebnis kritisch gegenuber (Wahl
2007).

TGE-R2

Das Ausschalten von TGF-R1 und/oder TGF-R2 bewirkte in Zellkulturen des
Lungenkarzinoms eine Unterdriickung des Tumorzellwachstums (Horie et al.
2014).

Eine damals noch unbekannte Datenlage fur eine TGF-R2 Konzentration im
Pleuraerguss liess eine offene Herangehensweise an die Ergebnisse der
Untersuchungen zu. Eine erhéhte gesamt TGF-I3 Aktivitat wurde jedoch schon in
malignen Ergissen gefunden, die durch ein Mesotheliom verursacht wurden
(Maeda et al. 1994). Es zeigten sich jedoch im direkten Vergleich beider

Gruppen, weder im Pleuraerguss noch im Serum, signifikante Unterschiede.

Ein signifikanter Unterschied fiel jedoch im Vergleich der peripher gewonnen
Werte im Serum, verglichen mit lokalen Werten im Pleuraerguss auf. Die Gruppe
der Patienten mit Lungenkarzinom zeigte hier signifikant héhere Werte im
Pleuraerguss, als im Serum (p-Wert: 0,001). In der Kontrollgruppe zeigte sich
dieser Unterschied nicht. Dieser signifikante Unterschied zwischen beiden
Kompartimenten, legt eine lokale Produktion von TGF-R2 im Milieu des

Lungenkarzinoms nahe. Die von uns gefundenen Ergebnisse sollten in weiteren

72



Studien verifiziert werden, mit einem besonderen Augenmerk auf mégliche TGF-
32 produzierenden Zellen in der Lunge und/oder im Pleuraerguss, da auch hierzu
noch keine passende Literatur existiert. Unsere Ergebnisse legen eine direkte
Produktion der Tumorzellen, zusatzlich zu systemisch zirkulierenden TGF-32

Konzentrationen, nahe.

Eine Korrelation mit Werten der systemischen Inflammation konnte nicht
festgestellt werden.

IL-22

Bei Patienten mit Lungenkarzinom konnte eine Hochregulierung von Anti-
Apoptotischen Signalwegen (STAT3/ERK), bei gleichzeitig hoher Expression von
IL-22 in Gewebeproben, Pleurapunktat und Serum, gefunden werden (Zhang et
al. 2008). Eine vermehrte IL-22/IL-22R Expression zeigte sich mit
Wachstumspromotion bei Patienten mit chemosensiblen Lungenkarzinom
(Kobold et al. 2013). Auch eine hohere Anzahl gewisser Polymorphismen des IL-
22 Gens korrelieren mit Progression des NSCLC und dem Plasma Level von IL-
22 (Liu et al. 2014). In BAL-Proben =zeigten sich bei Patienten mit
Lungenkarzinom, im Vergleich zu Kontrollgruppen, erhohte Level von IL-22
(Tufman et al. 2016).

Seit der Entdeckung von IL-22 vor etwas mehr als 15 Jahren, konnten erhéhte
IL-22 Spiegel und Aktivitditen mit einigen Karzinomarten, wie Kolonkarzinom,
Magenkarzinom und Leberkarzinom assoziiert werden (Mirna et al. 2016). Die
Bestimmung von IL-22 in malignen Pleuraerglissen ergab in Studien erniedrigte
Werte von IL-22 im Pleuraerguss, verglichen mit Ergissen, die bakteriell oder
durch Tuberkulose bedingt waren, sowie verglichen mit Transsudaten (DI et al.
2011; Cao et al. 2016).

Bei Betrachtung unserer Ergebnisse, die die Diagnose des Lungenkarzinoms als
Unterscheidungscharakter der Erglisse herangezogen hat, zeigten sich zwar
sowohl im Pleuraerguss als auch im Serum niedrigere Werte in der Gruppe der
Patienten mit Lungenkarzinom, diese Unterschiede waren jedoch nicht

signifikant.

Obwohl der Zusammenhang der IL-22 Spiegel mit der Karzinogenese einiger

Tumorarten, wie auch dem Lungenkarzinom, in Studien gezeigt wurde, so
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scheinen IL-22 Spiegel bei Patienten im Pleuraerguss und Serum Kkeine
signifikante Aussagekraft zu besitzen, um zu einem genaueren Verstandnis des

Tumormilieus beizutragen oder als pradiktiver Tumormarker zu wirken.

In der Untersuchung des Zusammenhangs lokaler I1L-22 Spiegel mit Wertlagen
systemischer Inflammation, konnte eine signifikante Korrelation mit negativen
Spearman Koeffizienten fur die Gruppe der Leukozyten gefunden werden.
Dieses Ergebnis zeigt viel mehr die teilweise bestehenden anti-inflammatorische
Fahigkeit des IL-22, als ein Abbild der systemischen Inflammation im lokalen

Tumormilieu (lvanov et al. 2013).

6.2 Differenzierung des Pleuraergusses

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen einen schwachen Zusammenhang zwischen
dem Vorliegen eines Exsudats und der Diagnose des Lungenkarzinoms. Jedoch
kann keine signifikante Zuordnung getroffen werden, da die pathophysiologische
Beschaffenheit des Ergussmaterials zum Beispiel auch von anderen malignen
Erkrankungen beeinflusst werden kann. Um eine differenzierte Aussage tber den
Zusammenhang von Exsudat und dem Lungenkarzinom treffen zu kénnen, sollte
eine grolRere Population untersucht werden und unter Umstanden eine erweiterte
Differenzierung des Punktats durch zum Beispiel die Light Kriterien durchgefuhrt
werden. Eine Assoziation zwischen den beiden Faktoren Exsudat und der

Diagnose des Lungenkarzinoms konnte durch unsere Studie bekraftigt werden.

6.3 Methodische Schwierigkeiten

Die durchgefiihrte Querschnittsstudie, mit einer Gesamtanzahl von 30
eingeschlossenen Patienten, ist aufgrund der niedrigen Zahl in ihrer
Aussagekraft eher schwach und wirde zur weiteren Validierung, vor allem der
auffalligen Ergebnisse, eine Erweiterung des Patientenkollektivs und
differenziertere Untersuchung der auffalligen Marker bendétigen. Durch eine
homogenere Kontrollgruppe beziiglich der Atiologie des Pleuraergusses kénnte

in zukiinftigen Studien eine verbesserte Vergleichbarkeit erreicht werden.

Ein grundlegendes Verstandnis beziglich der Immunologie und lokalen
Verteilung, wie es als Ziel der Arbeit gesetzt wurde, konnte aber trotz der

geringen Anzahl erbracht werden.

74



Eine Ursache fir die breite Streuung der Zytokinwerte lasst sich vermutlich in den
speziellen Eigenschaften der Zytokine finden. Oft werden diese lokal sezerniert,
an verschieden Rezeptoren gebunden, lokal verstoffwechselt und besitzen durch
diese Eigenschaften eine kurze Halbwertszeit. Die durchgefiihrte Studie zeigt als
Querschnittsmodel nur eine Momentaufnahme und erlaubt keinen Rickschluss
oder prospektive Aussagen auf den Verlauf der Konzentrationen wéahrend der
Krankheit oder Einflisse verschiedener Therapieschemata auf das

immunologische Milieu des Tumors.
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7 Zusammenfassung

Die Therapie des Lungenkarzinoms entwickelte sich in den letzten Jahren schnell
und hat neben Operation, Chemotherapie und Bestrahlung eine vierte Saule der
Therapiemoglichkeiten entwickelt, die Immuntherapie mit Immun-Checkpoint-
Inhibitoren. Welchen Stellenwert Immuntherapien bei der Behandlung tragen und
in Zukunft tragen werden, zeigt die Vergabe des Nobelpreises im Jahr 2018,
welcher fir die Entdeckung der Therapie mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren
vergeben wurde. Trotzdem spricht auch heute noch nicht jedes Lungenkarzinom
gut oder langfristig auf die verschiedenen Therapieansatze an. Die Grinde dafur
sind auch weiterhin unklar, eine Interaktion mit dem Immunsystem konnte eine
mdogliche Ursache sein. Ziel der durchgefiihrten Studie war es, anhand von
Zytokinexpressionsprofilen, die Biologie und Immunologie des Lungenkarzinoms

besser zu verstehen.

Hierfir wurden Pleuraerguss- und Serumproben von 30 Patienten am Klinikum
der Universitat Minchen, in Form einer Querschnittsstudie, untersucht. Das
Patientenkollektiv wurde in eine Gruppe mit der Diagnose Lungenkarzinom
(n=19) und eine Kontrollgruppe ohne Lungenkarzinom (n=11) aufgeteilt. Bei allen
Patienten, wurden 12 Zytokinkonzentrationen mittels ELISA im Pleuraerguss und
Serum gemessen, sowie die lokalen Zytokinspiegel mit Werten der systemischen

Inflammation im Serum verglichen.

Es zeigten sich im Vergleich der Werte im Pleuraerguss signifikant hohere IGF-
1 Werte (p-Wert: 0,02) bei Patienten mit Lungenkarzinom im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Fur VEGF ergab sich im Vergleich der Kompartimente
Pleuraerguss und Serum ein signifikanter Unterschied (p-Wert: 0,01) in der
Gruppe der Patienten mit Lungenkarzinom, mit hheren VEGF Konzentrationen
im Pleuraerguss. Auch TGF-B2 zeigte im Kollektiv der Patienten mit
Lungenkarzinom im Vergleich der Kompartimente hohere Werte (p-Wert: 0,001)

im Pleuraerguss, verglichen mit im Serum bestimmten Werten.

Ein direktes Abbild systemischer Inflammation in den lokal gemessenen
Zytokinspiegeln, konnte fir keines der Zytokine mit Uberzeugender Aussagekraft
gefunden werden und lasst den Ruckschluss auf eine lokale Beeinflussung der
Zytokinexpression im Tumormilieu zu. Nur fur TGF-B1 stellte sich in der Gruppe

mit Lungenkarzinom eine positive Korrelation mit zwei der drei Paramter (CRP &
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Lymphozyten) dar. IL-22 zeigte bei Patienten mit Lungenkarzinom eine negative

Korrelation mit der Anzahl der Leukozyten.

Die in dieser Studie gewonnen Erkenntnisse konnten sich von diagnostischer
Relevanz zeigen und erdffnen neue Ansatzmoglichkeiten fur Therapiestrategien
des malignen Pleuraergusses bei Patienten mit Lungenkarzinom. Ein
langfristiges Ziel sollte es sein, durch ein besseres Verstandnis des
immunologischen Tumormilieus, lokale Zytokinkonzentrationen in die Diagnostik
und/oder weiterfihrende Therapieentscheidung mit einzubeziehen. Hierfir sind
weiterfihrende Studien winschenswert, die eine gro3ere Fallzahl beinhalten und
beispielsweise lokale Zytokinexpressionen anhand von Zellmodellen

untersuchen.
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