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Neue Erkenntnisse in der Pathobiologie
kleinzelliger Lungenkarzinome

Kurzfassung: Neuroendokrine Tumore der Lun-
ge machen etwa 20 % aller Lungenkarzinome
aus und werden in typische und atypische Kar-
zinoide, sowie neuroendokrine Karzinome ein-
geteilt, wobei letztere sowohl das groRzellige
neuroendokrine Karzinom und das kleinzellige
Lungenkarzinom umfassen. Das kleinzellige
Lungenkarzinom ist darin die haufigste und ag-
gressivste Subform. Es ist charakterisiert durch
ein typisches histologisches Bild mit Zellen mit
schmalem Zytoplasma, hyperchromatischen
Zellkernen, nicht vorhandenen oder unauffalli-
gen Nukleolen, Nekrose und hoher Mitoserate.

Die Ergebnisse molekulargenetischer Unter-
suchungen der letzten Jahre haben vor kurzem
die Kategorisierung des kleinzelligen Lungen-
karzinoms in vier molekulare Untergruppen er-
mdglicht. Der GroRBteil weist eine bi-allelische
Inaktivierung von TP53- und Retinoblastom-
gen-1 (RB1) auf. Zwei Untergruppen zeigen
neuroendokrine Charakteristika — SCLC-A mit
einer Uberexpression von ASCL1 und einer ho-
hen Expression von DLL3 und TTF1; SCLC-N mit
einer Uberexpression von NEUROD1 —in beiden
Subgruppen eine Uberexpression neuroendo-
kriner Mastergene. Die beiden nicht-neuroen-
dokrinen Subgruppen sind SCLC-P mit einer
Uberexpression von POU2F3 und SCLC-Y mit
einer Uberexpression von YAP1.

Derzeit gibt es keine zugelassene zielgerich-
tete Therapie beim kleinzelligen Lungenkarzi-
nom. Aussichtsreiche Kandidaten zeigen sich
beispielsweise durch tumorzellspezifische Anti-
gen-Antikorper-Wirkstoff-Konjugate, beispiels-
weise gegen DLL3, wobei in klinischen Studien
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eine hohe Toxizitét und in Phase-3-Studien kein
Uberlebensvorteil gezeigt werden konnte. Au-
rora-Kinase-Inhibitoren zeigten in klinischen
Studien positive Ergebnisse. EZH2-Inhibitoren
zeigen préklinisch eine vielversprechende
Wirkung. Bei Anwendung von PARP-Inhibito-
ren in Kombination mit Chemotherapie konnte
in vorklinischen Studien kein Uberlebensvor-
teil nachgewiesen werden. Allerdings zeigte
eine Subgruppen-Analyse bei Patienten mit
hoch-exprimiertem SLFN11 einen signifikanten
Uberlebensvorteil. Eine SLFN11-Supprimierung
wird durch EZH2-abhéngige Histone induziert,
weshalb eine EZH2-abhdngige Therapie mit
PARP-Inhibitoren und Chemotherapie einen
vielversprechenden Ansatz darstellt.

Schliisselworter: neuroendokrine Tumore der
Lunge, Kleinzelliges Lungenkarzinom, Moleku-
larpathologie, Targeted Therapy

Abstract: New insights into the pathobiology
of small-cell lung carcinoma. Neuroendocrine
carcinomas of the lung encompass approxi-
mately 20 % of all lung carcinomas, and are di-
vided into typical as well as atypical carcinoids
and neuroendocrine carcinomas, the later
including large-cell neuroendocrine carcinoma
and small-cell lung carcinoma (SCLC). SCLC are
therein the most common and most aggressive
subtype. Its typical histologic characteristic
shows cells with scant cytoplasm, hyperchro-
matic nuclei, absent or inconspicuous nucleoli,
necrosis, and a high mitotic count.

Results from molecular and genetic studies
recently enabled the categorization of SCLC in
four molecular subgroups. Most SCLC show a
bi-allelic inactivation of TP53 and RB1. Two sub-
groups show neuroendocrine characteristics —
SCLC-A with an overexpression of ASCL1, and a
high expression of DLL3 and TTF1; SCLC-N with
an overexpression of NEUROD1 — both sub-
groups showing overexpression of neuroendo-
crine mastergenes. The two non-neuroendo-
crine subtypes are SCLC-P, overexpressing of
POU2F3, and SCLC-Y overexpressing of YAP1.

Currently, there are no approved targeted
therapies in SCLC. Promising approaches exist,
e.g. in tumor-cell surface-antigen specific an-
tibody-drug conjugates against DLL3, whereas
clinical studies showed high toxicity as well as
noincreased overall survival in phase-3 studies.
Aurora kinase inhibitors showed positive re-
sultsin clinical studies. EZH2-Inhibitors showed
positive effects in preclinical studies. PARP-
Inhibitors in combination with chemotherapy
proved to be inefficient in preclinical studies.
However, a subgroup analysis in patients with
SCLC with SLFN11 high expression showed a
significantly increased survival. SLFN11 suppri-
mation is induced by EZH2-dependent histones,
which is why an EZH2-guided PARP-inhibition
and chemotherapy might be a promising ap-
proach. J Pneumologie 2021; 9 (1): 10-4.

Keywords: neuroendocrine Tumors of the Lung,
Small cell lung carcinoma, Molecular Patholo-
gy, Targeted Therapy

Einfliihrung

Neuroendokrine Tumore (NET) der Lunge werden, nach der
letzten WHO-Klassifikation 2015, in gut differenzierte typi-
sche Karzinoide (TK), mafliggradige atypische Karzinoide
(AK) und schlecht differenzierte neuroendokrine Karzinome
(NEK), welche sowohl grofizellige neuroendokrine Karzino-
me (large-cell neuroendocrine carcinoma — LCNEC) und das
kleinzellige Lungenkarzinom (small-cell lung carcinoma -
SCLC) umfassen, eingeteilt. Etwa 20 % aller Lungenkarzinome
sind NET, wobei 75-80 % davon auf SCLC entfallen, 10-15 %
auf LCNEC, 1 % auf AK und 9 % auf TK [1, 2].

Die derzeitige Klassifizierung basiert auf gemeinsamen histo-
logischen und immunhistochemischen Charakteristika der
neuroendokrinen Differenzierung, wobei die Subtypen-Zu-
ordnung auf der Mitose-Rate und dem Vorhandsein von
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Tumor-Nekrosen beruht. Ki-67 wird als Proliferationsmarker
zur Unterscheidung gut und schlecht differenzierter NET ein-
gesetzt [3].

Neue Erkenntnisse der Pathobiologie von Lungen-NETs legen
die Existenz molekularer Subgruppen nahe, welche hinsicht-
lich therapeutischer Optionen von Relevanz sein kénnen [4].
Die folgenden Ausfithrungen sollen diese Erkenntnisse, spe-
ziell beim SCLC genauer beleuchten.

Klinische und histologische Charakteris-
tik des kleinzelligen Lungenkarzinoms

SCLC sind die haufigste und aggressivste Subform der NET der
Lunge. Etwa 13 % aller Lungenkarzinome weltweit sind SCLC
[5]. Der wichtigste Risikofaktor ist starkes Zigaretten-Rauchen,
wobei Personen mit > 30 pack-years ein 111-mal hoheres Risi-
ko fiir die Entwicklung eines SCLC haben als Nicht-Raucher.
COPD (chronic-obstructive pulmonary disease) und Asthma
sind weitere Risikofaktoren.

Klinisch manifestieren sich SCLC typischerweise im zentra-
len Bronchialsystem (95 %). Die Symptome sind primér un-
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Abbildung 1: Histologie des kleinzelligen Lungenkarzinoms: Das kleinzellige Lungenkarzinom zeigt sich durch hyperchromatische Zell-
kerne, ohne augenscheinliche Nukleoli und geringes Zytoplasma (A). Es ist typischerweise positiv fliir CD56, mit mebrandser Farbung
(B), wahrend TTF-1 eine eindeutige nukledre Anfarbung zeigt (C). Cytokeratin zeigt eine granular-zytoplasmatische Farbung (D). (Lineal

=100 um)

spezifisch (Husten, eventuell Sprachstérungen durch Infil-
tration des N. laryngeus). Eine Bronchusobstruktion durch
lokales Tumorwachstum verursacht Schleimstauung und
Bronchiektasenbildung. Fernmetastasen konnen prinzipiell
tiberall auftreten, wobei die primar lymphatische Ausbreitung
typischerweise in die intrathorakalen und supraclavikuldren
Lymphknoten erfolgt. Paraneoplastische Syndrome sind ge-
legentlich nachzuweisen, am haufigsten durch Sekretion von
adrenokortikotropem Hormon (Cushing Syndrom), aber auch
Gerinnungsstorungen kommen vor.

In den meisten Féllen wird die Diagnose im fortgeschrittenen
Stadium gestellt, mit voriibergehend gutem Ansprechen auf
die Kombination Cisplatin/Carboplatin und Etoposid [6, 7],
aber frithzeitigem Rezidiv, welches hdufig chemotherapiere-
fraktar ist. Das resultiert in dem sehr schlechten kombinierten
5-Jahres-Uberleben von 6 % [8].

In den seltenen Fillen, in denen ein operatives Vorgehen ge-
wihlt wird, présentieren sich SCLC makroskopisch als perihi-
lare Gewebsmasse. Histologisch zeigt sich ein SCLC-typisches
Bild: Zellen mit schmalem Zytoplasma, hyperchromatischen
Zellkernen, nicht vorhandenen oder unauffilligen Nukleo-
len, Nekrose und hoher Mitoserate (nach unserer Erfahrung
mehr als 40 Mitosen pro 2 mm?). Sofern untersucht, zeigt sich
der Proliferationsmarker Ki-67 typischerweise hoch-positiv
(> 80 %), wobei dies weder diagnostische, noch therapeutische
Konsequenzen nach sich zieht. Das gegenseitige Eindellen von
Zellkernen (,,nuclear molding") ist ein hdufiges Charakteristi-
kum, vor allem in transbronchialen Biopsien, seltener in Ope-
rationspraparaten (Abb. 1).

Erwahnenswert ist auch, dass die diagnostische Sicherheit von
zytologischen Proben sehr hoch ist, mit typischerweise vor-
liegenden gestreckten hyperchromatischen Zellkernen, nicht
vorhandenen Nukleolen und ,,nuclear molding® [9]. Typischer-

weise sind SCLC positiv fiir neuroendokrine Marker (CD56/
NCAM, Synaptophysin und Chromogranin), aber auch eine
positive Reaktion auf ,transcription termination factor 1
(T'TF-1) zeigt sich in 90-95 % der Falle [3]. Allerdings konnen
bis zu 10 % der Proben negativ fiir neuroendokrine Marker
sein. Es ist essentiell zu erwédhnen, dass SCLC die einzige Sub-
gruppe der NET ist, in denen positive neuroendokrine Marker
kein Kriterium fiir die Diagnosestellung sind. Mégliche Diffe-
rentialdiagnosen miissen stets ausgeschlossen werden. Selten
kénnen SCLC auch mit nicht-kleinzelligen Lungenkarzino-
men kombiniert sein (combined/mixed SCLC).

¥ Molekulare Veranderung in kleinzelligen
Lungenkarzinomen

Obwohl die Mutationszahl in SCLC mit einer Tumor-Muta-
tionslast (tumor mutational burden - TMB) von 7,4-8,62 mut/
Mb [10, 11] normalerweise sehr hoch ist, sind zielgerichtete
therapierbare Mutationen selten. Ursache ist, dass die meis-
ten genetischen Aberrationen Verlust oder Methylierung und
damit Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen betreffen,
woraus sich das Fehlen von zielgerichteten Therapieoptionen
fiir SCLC ergibt.

Ausgezeichnete rezente Studien geben uns Informationen hin-
sichtlich des Molekularprofils von SCLC [10-12]. Bi-allelische
Inaktivierung von ,,tumor protein gen“ p53 (TP53) und ,reti-
noblastom transcriptional corepressor® 1 (RB1), zwei bekann-
ten Tumorsuppressor-Genen, konnten darin in 75-90 % und
60-90 % nachgewiesen werden. Weiters wurden Mutationen
in CREB-binding protein (CREBBP) in 5-13 % und in EP300
(Histone acetyltransferase p300) in 15 % berichtet [10-12].
Es ist bekannt, dass TP53/RB1-Verlust mitsamt CREBBP-In-
aktivierung wichtig fiir die neuroendokrine Tumorgenese ist
[13]. Ebenso ist eine NOTCH-Inaktivierung mit TP53/RB1-
Verlust fiir die Karzinogenese von SCLC ein wichtiges Event
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[14, 15]. ,,Achaete-scute family bHLH transcription factor® 1
(ASCL1), ,neuronal differentiation“ 1 (NEURODI1) und INSM
»transcriptional repressor 1 (INSM1), allesamt neuroendo-
krine Transkriptionsfaktoren, werden in SCLC exprimiert,
so wie neuroendokrine Gene, die fiir Chromogranin A und
Gastrin-releasing Protein kodieren [16-18]. Ein hiufiger und
in weiterer Folge therapeutisch interessanter Umstand ist, dass
ASCL1 iiber den inhibitorischen Liganden ,,delta like canonical
Notch ligand“ 3 (DLL3) zu einer NOTCH-Inhibierung fiihrt,
was in {iber 80 % der SCLC vorliegt [19-21]. Weiters interes-
sant sind Deregulationen in Aurora-Kinase A (AURKA) und
Aurora-Kinase B (AURKB), Poly- (ADP-Ribose) Polymerase 1
(PARP1) und ,.enhancer of zeste 2 polycomb repressive com-
plex 2 subunit® (EZH2) - Pathways, die in die Regulation des
Zellzyklus, der DNA-Reparatur, der Histon-und DNA-Methy-
lierung involviert sind [22, 23].

Basierend auf diesen Informationen, sowie auf Daten hinsicht-
lich MYC Proto-Oncogene (MYC), POU class 2 homeobox 3
(POU2F3), INSM1 und ,Yesl associated transcriptional re-
gulator (YAP1), sowie neuroendokriner Marker-Expression,
konnten Rudin et al. vier molekulare Subtypen des SCLC defi-
nieren [24-28] (siehe Abbildung 2). Die beiden grofiten Sub-
gruppen darin sind die neuroendokrinen Subtypen SCLC-A
und SCLC-N. Der Subtyp SCLC-A macht etwa 70 % aller SCLC
aus und definiert sich iiber eine Uberexpression von ASCL1,
eine Mutation in TP53/RB1 und einer hohen Expression von
DLL3 und TTF-1. SCLC-N sind durch eine NEUROD-1-Uber-
expression, TP53/RB1-Verlust und niedriger DLL3- und TTF-
1-Expression definiert und machen etwa 11 % aller SCLC aus.
Zwei nicht-neuroendokrine Subtypen sind SCLC-P, mit einer
Uberexpression von POU2F3, hoher MYC-Expression und
BCL2-Apoptoseregulator- (BCL2-) Mutation, sowie SCLC-Y
mit einer Uberexpression von YAP1 [29].

Interessantwerweis wurden zielgerichtet therapierbare aktivie-
rende Kinase-Gen-Mutation in SCLC beschrieben, allerdings
sind diese sehr selten. ,,Epidermal growth factor receptor-“
(EGFR-) Mutationen (Exon 18-21) in 6,6 %; ,,B-Raf proto-
oncogene, serine/threonine kinase“ (BRAF) in 0,5 % und
»tyrosine-protein kinase“ Met (cMET) in 4,4 % [32, 33].

Trotz massiver Fortschritte im genetischen Profiling kleinzel-
liger Lungenkarzinome und trotz zahlreicher klinischer Stu-
dien mit zielgerichteter Gen- bzw. Pathway-Therapie gibt es
derzeit keine zugelassenen zielgerichteten Therapien. Unserer
Meinung nach gibt es allerdings einige aussichtsreiche Op-
tionen und Kandidaten, die wir in weiterer Folge préasentieren
mochten.

Potentielle Ziele einer zielgerichteten
Therapie kleinzelliger Lungenkarzinome

DLL3

DLL3 wird auf dem Grofiteil von SCLC-Zellen exprimiert.
Basierend auf unterschiedlichen Untersuchungen rangiert die
immunhistochemische Expression bei SCLC zwischen 72—
85 % [34-36]. In gesundem Gewebe exprimieren nur wenige
Zelltypen DLL3 (z. B. Neuronen, Hypophysen-Zellen, Pan-
kreatische Inselzellen) [37-39], wodurch DLL3 ein ideales Ziel
einer Targeted-Therapie darstellt. DLL3 inhibiert NOTCH-
Signaling, wodurch es zu einem Wachstum neuroendokriner
Tumoren kommt [7, 34, 40]. Auf der anderen Seite reguliert
ASCL1, ein wichtiger Faktor fiir die korrekte Entwicklung
neuroendokriner Zellen der Lunge und ein wichtiger onkoge-
ner Driver bei SCLC, die DLL3-Expression. In diesem Setting
wurde vor kurzem eine Studie mit einem Antikdrper-Wirk-
stoff-Konjugat als erstes Therapeutikum dieser Wirkstoftklasse
am Menschen initiiert [41].

Das Therapiekonzept beruht auf einem Tumorzell-Antigen-
spezifischem Antikorper-Wirkstoff-Konjugat (hier gegen
DLL3), um das gekoppelte Zelltoxin zielgerichtet freizusetzen
und Tumorzell-Untergang zu induzieren. Obwohl die ersten
Ergebnisse klinischer Studien in der Frithphase sehr vielver-
sprechend waren, zeigte sich vor allem eine hohe Toxizitit und
in Phase-3-Studien kein Uberlebensvorteil. Nichtsdestotrotz
bleibt das Prinzip vielversprechend fiir weitere Studien.

Aurora-Kinasen

Aurora-Kinasen sind wichtig fiir die Regulation des Zellzyk-

lus. In vorklinischen Studien konnte gezeigt werden, dass eine

hohe Expression von C-MYC auf SCLC-Zellen in einer signifi-
kant héheren Sensitivitdt der Tumorzel-

len gegen Aurora-B-Kinase-Inhibitoren
e A . . .
; (AURKB) resultierte [42]. Eine weitere
ASCL high . . .

E SCLC A TPi3mutiert o poDlow  11F4 high Studie konnte zeigen, dass ein RB1-Ver-
£ 2 % RBLmutiert 13 high DL lust in Tumor-Zelllinien, welche mit
o .

S o E AURKB behandelt wurden, zu einer
o .% g TPs3 mutiert  ASCLvariable  TTF1low verstarkten Apoptose dieser fithrten
%’ g 3 SCLC N RB1mutiert  NEUROD high  DLL3 low [43]. Dies sind wichtige Erkenntnisse
g 5 % DLL3 low C-MYC high in Zusammenschau mit unserer Kennt-
5 é E nis iiber den ,,natiirlichen RB1-Verlust
E = S - [ in einem Grofiteil von SCLC und einer
HL = £ TP53 mutiert C-MYC-Uberexpression in etwa 20 %
=T o ] SCLCP RBLmutierr  NEUROD low
@ 5 < = mutie POU2F3 high der SCLC [44, 45]. Auch wenn einige
c.c Omig g .. . . . &
TOTO|? klinische Studien mit Aurora-Kinase-
-_— 1 1 ] = .
x g 53 mutiert ASCLIow Inhibitoren positive Ergebnisse zeigten
= SCLCY Tl NEUROD low [46, 47], ist zu betonen, dass darin kei-
2 YAP1 high ne Subgruppen-Analysen durchgefiihrt
~— bzw. Einschlusskriterien hinsichtlich

Abbildung 2: Klassifikation kleinzelliger Lungenkarzinome basierend auf molekular-pa-

thologischen Charakteristika (adaptiert nach [30, 31])
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RB1- bzw. C-MYC-Status angewendet
wurden.
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EZH2

Rezente Studien zeigen eine hohe Expression von EZH2 in
zwei Drittel aller SCLC [48]. Die Expression dieses epigene-
tischen Modifizierungsfaktors ist erhoht, sofern ein RB1-Ver-
lust vorliegt und ist ein wichtiger Faktor in der Progression
von SCLC [49]. Basierend auf préklinischen Studien, in denen
EZH2-Inhibitoren zu einer Wachstumsreduktion von SCLC-
Zelllinien gefiihrt hat [50], kann EZH?2 als vielversprechendes
therapeutisches Ziel genannt werden.

PARP1

PARP1 ist ein wichtiges Enzym der DNA-Reparatur. Es wird
aktiviert, sobald DNA bricht und fiihrt zu einer Poly-ADP-
Ribosylierung von Histonen und DNA-Reparatur-Enzymen.
In Tumoren hindert es die Apoptose und kann zu Tumor-
Wachstum und -Progress fithren [51]. Interessanterweise
zeigten sich PARP-Inhibitoren in Kombination mit Chemo-
therapie in préklinischen Studien an SCLC ineffektiv [16].
Die Ursache konnte in einer supprimierten ,,Schlafen Family
Member“ 11- (SLEN11-) Expression, welche durch EZH2-ab-
hingige Histone induziert wurde und zu Gen-Silencing fiihrt,
gefunden werden. Chemosensitivitdt konnte durch EZH2-In-
hibierung wiederhergestellt werden, wodurch es zu einem An-
stieg von SLFN11 kam [52].

Diese vorklinischen Erkenntnisse bestatigten sich auch im
klinischen Setting, wo in einer randomisierten placebokon-
trollierten Phase-2-Studie mit Temozolomid (Chemotherapie)
plus Veliparib (PARP1-Inhibitor) in chemorefraktiren SCLC
bzw. SCLC-Rezidiven in der Gesamt-Kohorte kein Benefit ge-
funden werden konnte. Allerdings zeigte sich in einer Subgrup-
pen-Analyse der Patienten mit hoch exprimiertem SLEN11
ein signifikant verbessertes Gesamtiiberleben durch die Hin-
zugabe von Veliparib [15]. Weitere klinische Studien werden
gerade durchgefiihrt. Basierend auf diesen Daten kénnte eine
EZH2-abhangige PARP-Inhibierung mit Chemotherapie eine
interessante Therapieoption darstellen.

Zusammenfassung

Kleinzellige Lungenkarzinome sind hoch-aggressive Karzi-
nome, die sich in den meisten Fillen bereits in einem fort-
geschrittenen Stadium préasentieren, derzeit limitierte Thera-
pieméglichkeiten aufweisen und dementsprechend eine sehr
schlechte Prognose aufweisen.
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