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1 Einleitung

Karzinomerkrankungen stellen die zweithdufigste Todesursache nach Herz-Kreislauf-
Erkrankungen in Deutschland dar. Das Lungenkarzinom ist sowohl bei Mdnnern als auch bei
Frauen ein sehr hadufiges Karzinomleiden und damit auch eine sehr haufige Todesursache:
2016 war es bei Frauen das dritthdufigste Karzinomleiden, jedoch die zweithdufigste
Tumorentitat bezogen auf die Karzinomsterbefdlle. Bei Mannern war es 2016 sogar das
zweithaufigste Karzinomleiden und die haufigste Entitat bezogen auf die Karzinomsterbefalle
(1).

Die haufig schlechte Prognose des Lungenkarzinomleidens ist vor allem auf die spate
Diagnosestellung zuriickzufiihren: Lungenkarzinome machen — wenn {iberhaupt — erst in
einem spaten Stadium Symptome und diese sind dann haufig unspezifisch; ein Husten kann
beispielsweise ebenso zunachst fir eine Erkadltung gehalten werden. Mehr als die Halfte aller
Lungenkarzinomdiagnosen werden zu einem Zeitpunkt gestellt, bei dem sich die Erkrankung
bereits im fortgeschrittenen Stadium befindet, ndmlich im UICC-Stadium 4 — in diesem
Stadium betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate nach Diagnosestellung unter 5 % (1).

Anders als bei anderen Karzinomleiden — zum Beispiel dem haufigsten Karzinomleiden bei
Frauen, dem Mammakarzinom, auf den mittels Mammographie bundesweit gescreent wird
— existiert bis heute kein Screening auf das Lungenkarzinom (2). Dessen Entwicklung ware in
Anbetracht des Anteils der Erkrankung an den Todesféillen in Deutschland und weltweit von
hoher Relevanz. FriiherkennungsmalRinahmen fiir das Lungenkarzinom kénnten zu einer

friheren Diagnosestellung und damit zu einer besseren Prognose von Patienten flihren.

Es wurden bereits verschiedene Ansdtze zur Entwicklung eines Lungenkarzinomscreenings
verfolgt — in manchen Landern ist bereits die Durchfiihrung einer Low-Dose-
Computertomographie (CT) als Screening in einer Risikopopulation etabliert worden, zum
Beispiel in den USA (3). Hier konnte in der bisher grofRten Studie zum Nutzen eines solchen
Screenings, dem National Lung Screening Trial (NLST, (4)), eine Mortalitdtsreduktion von
20% bei ehemaligen oder aktuellen Rauchern durch ein jahrliches Low-Dose-CT-Screening
gezeigt werden. In Deutschland wird ein solches Screening bisher nicht empfohlen, da es
haufig falsch-positive Ergebnisse liefert und man dazu auBerdem ein Strahlenrisiko in Kauf

nehmen muss (2).



In einem anderen Ansatz wurde bereits in einigen internationalen Studien versucht,
Spirhunde auf die Detektion von Lungenkarzinomen in verschiedenen Medien zu
konditionieren. Obwohl einige dieser Studien bereits vielversprechende Ergebnisse liefern
konnten, so waren sie sehr uneinheitlich in Bezug auf das Medium, in welchem die Hunde
Lungenkarzinome detektieren sollten (Urin, Blut, Atem, Biopsiematerial), in Bezug auf den
Aufbau und die Prasentation der Proben sowie in Bezug auf die Hunde und auf ihre
Konditionierung. Hinzu kommt, dass die Studien oft nur Fallzahlen von unter 100 Patienten
vorweisen konnten. Ob sich das canine Riechorgan also als nichtinvasives und risikoarmes
Screening auf Lungenkarzinom eignet, konnte bis heute nicht abschlieend geklart werden.

Ebensowenig konnte bisher identifiziert werden, welche Molekdlsignatur ein Hund riecht,
die es ihm ermoglicht, Proben von Lungenkarzinompatienten von jenen gesunder Patienten

zu unterscheiden — die Hunde werden also bisher auf eine Art ,Phantom” konditioniert.

Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob eine olfaktorische Detektion von
Lungenkarzinomen mithilfe von spezifisch konditionierten Spirhunden in einem
fortlaufenden Patientenkollektiv eines kommunalen Krankenhauses moglich ist. Das
Patientenkollektiv der Studie kommt damit einer zufallig verteilten
Patientenzusammensetzung, wie sie in einer Screeningsituation vorstellbar ware, sehr nahe.
In einem weiteren Schritt (dieser stellt allerdings nicht Inhalt dieser Dissertation dar), soll
mithilfe massenspektroskopischer Verfahren am Deutschen Krebsforschungszentrum
Heidelberg (DKFZ) anhand von Urin- und Atemproben derselben Patienten herausgefunden

werden, welche Molekiile bzw. Molekllsignaturen von einem Hund detektiert werden.

Es wurde eine doppelblinde, prospektive klinische Studie mit 432 Patienten an der Klinikum

Darmstadt GmbH in Zusammenarbeit mit der pneumologischen Praxis

in Darmstadt durchgefiihrt.



2 Literaturdiskussion

2.1 Epidemiologie Lungenkarzinom

Das Lungenkarzinom gehort weltweit zu den haufigsten Karzinomerkrankungen mit einer
Inzidenz von 21.500 Neuerkrankungen bei Frauen und 35.960 bei Mannern in Deutschland
2016 (1).

Bei Mannern lasst sich seit den 1980er Jahren ein Rickgang der Inzidenzrate verzeichnen,
wahrend die Inzidenzrate bei Frauen zunimmt (2). Zwischen 2003 und 2013 konnte ein
Trend der Anzahl an Neuerkrankungen von -1,2 % bei Mannern sowie +3,1 % bei Frauen
verzeichnet werden, sodass das Robert-Koch-Institut fiir 2020 eine zunehmende Anzahl an
Lungenkarzinomneuerkrankungen von 25.920 bei Frauen bei gleichzeitig gering
abnehmender Anzahl an Lungenkarzinomneuerkrankungen von 36.460 bei Mannern
prognostiziert.

2016 war das Lungenkarzinomleiden bei Frauen die dritthaufigste Tumorlokalisation mit

9,2 % aller Karzinomneuerkrankungen nach Karzinomneuerkrankungen an der Brustdrise
(29,5 %) und Karzinomneuerkrankungen an Darmkarzinom (11,1 %) (1). Bei Mdnnern war es
2016 die zweithaufigste Tumorlokalisation aller Karzinomneuerkrankungen mit 13,9 %, nach
Karzinomneuerkrankungen an der Prostata (22,7 %) (1).

Die 5-Jahres-Pravalenz wird mit 58.300 bei Mannern und 38.200 bei Frauen angegeben (5).
Es ist eine Erkrankung vor allem der &lteren Generation (Abbildung 1): das mittlere

Erkrankungsalter lag 2016 bei 69 Jahren bei Mdnnern und bei 70 Jahren bei Frauen (1).
Altersspe'ziﬁsche Erkrankungsraten nach Geschlecht, ICD-10 C33 -C34, Deutschland 2015-2016
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Abbildung 1: Graphische Darstellung der altersspezifischen Erkrankungsraten nach Geschlecht, Deutschland 2015-2016,
Quelle: Robert Koch Institut (1)



Das Lungenkarzinom gehort zu den malignen Erkrankungen mit unglinstiger Prognose mit
einer Mortalitdt von 16.382 Sterbefdllen bei Frauen und 29.692 Sterbefdllen bei Mannern in
Deutschland 2017 (1). Die Mortalitatsrate nimmt bei Mannern und Frauen mit dem Alter zu
und erreicht ein Maximum in der Altersklasse zwischen 80 und 84 Lebensjahren (2), sodass
ein fortgeschrittenes Alter bei Diagnosestellung als ein prognostisch ungiinstiger Faktor gilt
(5). Das mittlere Sterbealter betrug 2017 71 Lebensjahre bei Frauen und 72 Lebensjahre bei
Mannern (1).

Bezogen auf die Karzinomsterbefdlle in Deutschland 2016 stellt das Lungenkarzinom bei
Mannern die haufigste Karzinomart dar mit 23,5 % aller Karzinomsterbeféalle und bei Frauen

die zweithaufigste mit 15,7 % nach Karzinomerkrankungen der Brustdriise (17,6 %) (1).

Nach den aktuellen Zahlen des Robert-Koch-Instituts liegt das relative 5-Jahres-Uberleben
nach Diagnosestellung bei Mannern bei 15 %, bei Frauen bei 21 % (5), die Prognose des
Lungenkarzinoms ist aber vor allem von histologischem Subtyp und UICC-Stadium bei
Diagnosestellung abhangig (5).

Der histologische Subtyp mit unglinstigster Prognose ist das kleinzellige Lungenkarzinom (5)

(Abbildung 2).

100

80

Prozent (%)

60

40

. . &
. : 3 o & & S J &
0,\(\ \\\Q/ K él\(\’\/ é}(\’\/ OQ,,’\/ \\\Q’ ’bd/\ 3 b§ \',‘/\(\ /'\/\(\ (_)fb Q:&
o & & & G © * S @ &
bé\ (\(\5\ N .\(‘f\ & b%(\ Q'QK . \Qg’ N
Y © < & oGS &
& o a8
& &
\© Y

Abbildung 2: Graphische Darstellung des relativen 5-Jahres-Uberlebens des Lungenkarzinomleidens 2011-2013 nach

histologischem Typ und Geschlecht, Quelle: Zentrum fiir Krebsregisterdaten (5)

Eine frihe Diagnose ist fur die Prognose der Patienten essentiell (Abbildung 3): Im UICC-

Stadium 1 betrégt die 5-Jahres Uberlebenschance 75 % bei Frauen und 58 % bei Mannern.



Jedoch werden nur 17 % der Lungenkarzinomerkrankungen bei Frauen und 14 % der
Lungenkarzinomerkrankungen bei Mannern in diesem frilhen Stadium diagnostiziert (1). Im
Vergleich hierzu betrigt die 5-Jahres Uberlebensrate bei Diagnose einer
Lungenkarzinomerkrankung im UICC-Stadium 4 nur noch 5 % bei Frauen und 3 % bei
Mannern (1).

Uber 50 % aller Lungenkarzinomneudiagnosen werden sowohl bei Mannern als auch bei

Frauen erst im UICC-Stadium 4 gestellt (1).
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Abbildung 3: Graphische Darstellung des relativen 5-Jahres-Uberlebens nach UICC-Stadium und Geschlecht, Deutschland
2015-2016, Quelle: Robert-Koch-Institut (1)

2.2 Histologische Einteilung des Lungenkarzinoms

Aufgrund von therapeutischen und prognostischen Griinden erfolgt eine Unterscheidung der
Lungenkarzinome in kleinzellige Lungenkarzinome (Small cell lung cancer, SCLC) und nicht-
kleinzellige Lungenkarzinome (Non small cell lung cancer, NSCLC). NSCLCs werden weiterhin
hauptsachlich unterteilt in Adenokarzinome und Plattenepithelkarzinome, jedoch gehéren
dieser Gruppe auch seltenere Subtypen an, wie das grof3zellige oder das sarkomatoide
Karzinom (6).

Adeno- und Plattenepithelkarzinome sind im Allgemeinen mit einer besseren Prognose
assoziiert als SCLCs (5). Ein weiterer Unterschied betrifft die Therapie: SCLCs kbnnen in den

meisten Fadllen nur mit Chemotherapie und gegebenenfalls Radiotherapie behandelt



werden, wahrend bei Adeno- und Plattenepithelkarzinomen oft noch eine chirurgische und

damit potentiell kurative Behandlung maoglich ist (7).

2.2.1 SCLC

SCLCs sind hochmaligne, aggressive Karzinome, die von neuroendokrinen Zellen des
Bronchialsystems ausgehen und meist zentral hilumnah liegen (6). Sie machen ca. 15 % aller
Lungenkarzinome aus (8) und besitzen eine duBerst schlechte Prognose (8): das mediane
Uberleben ohne Therapie nach Diagnosestellung betrdgt nur 2 - 4 Monate. Meist liegt das
SCLC bei Diagnosestellung schon im metastasierten Zustand vor und ist dann in der Regel
inoperabel (6,8). Da sich haufig bei Diagnosestellung schon asymptomatische
Gehirnmetastasen finden, gehort eine Bildgebung des Gehirns bei dieser Tumorentitat zur
initialen Diagnostik (2,8).

Durch ihr schnelles Wachstum kdénnen SCLCs gut mittels Chemo- und Strahlentherapie
behandelt werden, allerdings kommt es nach Beendigung der Therapie auch haufig zu

Rezidiven (6).

2.2.2 Adenokarzinom

In den vergangenen Jahren war das Adenokarzinom der haufigste Primartumor der Lunge
mit einem Anteil von mehr als 40 % an allen Lungenkarzinomen (8). Darliber hinaus ist es die
Lungenkarzinomentitdt, die am haufigsten bei Nichtrauchern, Frauen und bei jungen
Patienten vor dem 45. Lebensjahr auftritt (7). Adenokarzinome liegen meist peripher und
konnen sich daher auch durch eine Ausbreitung in die Pleura und mit Pleuraerguss
manifestieren (8). Sie entstehen in den meisten Fallen in der terminalen bronchioalveolédren
Einheit bzw. den Alveolen (8) ausgehend von Typ-II-Pneumozyten (6).

Adenokarzinome gehdren zu den NSCLCs und sind daher oft noch operabel, wahrend sie
schlecht auf eine Chemotherapie reagieren (7). In den vergangenen Jahren wurden immer
mehr zielgerichtete Therapien entwickelt, die auf molekularer Ebene in das Tumorwachstum
von Adenokarzinomen eingreifen, da ca. 70 % aller Adenokarzinome onkogene
Treibermutationen aufweisen (8). Ein Beispiel hierfir ist eine gegen den epidermal growth
factor receptor (EGFR) gerichtete Therapie, da einigen Adenokarzinomen die EGFR-pathway
Aktivierung gemein ist (6,8). Weitere genetische Alterationen, gegen die zielgerichtete

Therapien bestehen, sind die BRAF-Mutation sowie die ALK- und ROS1-Rearrangements (8).
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2.2.3 Plattenepithelkarzinom

Plattenepithelkarzinome gehen von Basalzellen des Bronchialsystems aus und liegen meist
zentral hilumnah, &dhnlich wie SCLCs. Basalzellen ersetzen Zellen, die aufgrund von
Zellschadigung (wie sie beispielsweise durch Nikotinabusus auftritt) absterben (6).
Plattenepithelkarzinome entwickeln sich von normalem Epithel ausgehend (ber eine
Metaplasie des respiratorischen Epithels zu einer Dysplasie, zu einem Carcinoma in situ oder
zu einem invasivem Karzinom (6,8). Sie konnen zunéachst liber mehrere Jahre als Carcinoma
in situ — also ohne Infiltration der Basalmembran - existieren (7). Plattenepithelkarzinome
machen ca. 25 -30 % aller Lungenkarzinome aus und sind fast immer mit einer
Raucheranamnese assoziiert (8).

Durch ihr Auftreten in zentralen Bronchien kénnen sie zu einer Obstruktion derselben
fihren, die sich als Retentionspneumonie oder Atelektase zeigen kann (8).

Zentrale Tumore kdnnen sich auBerdem ins Mediastinum ausbreiten und durch Infiltration
der Vena cava superior zu einer oberen Einflussstauung bzw. durch Infiltration des N.

laryngeus reccurens zu einer Stimmlippenparese mit konsekutiver Heiserkeit fihren (8).

2.3 Risikofaktoren des Lungenkarzinoms

Rauchen ist der Hauptrisikofaktor zur Entwicklung eines Lungenkarzinoms (2): 90 % aller
Lungenkarzinome sind auf Tabakkonsum zurickzufiihren (7-9). Starke Raucher, die 40
Packyears (PY, Anzahl an Zigarettenpackungen pro Tag multipliziert mit den Jahren, die der
Patient raucht) kumulativ konsumiert haben, haben ein 60fach hoheres Risiko, ein
Lungenkarzinom zu entwickeln als Nichtraucher (7).

Inhaltsstoffe des Tabakrauchs wirken karzinogen und verursachen Genmutationen, die zur
Entstehung eines Lungenkarzinoms fiihren kénnen (10): hierbei scheint eine Mutation des
TP53-Gens am haufigsten aufzutreten. Mutationen des KRAS-Gens findet man bei ca. 30%
aller Adenokarzinome der Lunge. Andere Gene, in denen es tabakassoziiert zu Mutationen
kommen kann sind das FHIT-Gen, das Bcl-2-Gen und das BAX-Gen (10).

Da allerdings nicht alle Raucher ein Lungenkarzinom entwickeln, sondern nur ca. 11 % aller
starken Raucher, wird angenommen, dass der mutagene Effekt des Tabakrauchens ebenfalls
von genetischen Faktoren beeinflusst wird (7). Polymorphismen des Gens fir das Cytochrom
P450-Protein scheinen zu einem reduzierten Lungenkarzinomrisiko bei Rauchern zu fihren

(10).
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Passivrauchen erhoht ebenfalls das Risiko, ein Lungenkarzinom zu entwickeln: Laut dem
deutschen Krebsforschungszentrum sind jahrlich ca. 300 Neuerkrankungen an
Lungenkarzinomen bei Nichtrauchern auf Passivrauchen zurlckzufiihren (11).

9-15 % der Lungenkarzinomneuerkrankungen werden auf kanzerogene Stoffe zurlickgefiihrt
wie Asbest, polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe sowie Quarz- und Nickelstaube
(2). Eine Belastung mit Radon erhoht ebenfalls das Lungenkarzinomrisiko durch den
mutagenen Effekt seiner alpha-Strahlung (6,12). Radon-222 ist ein natiirlich vorkommendes
Edelgas, welches in verschiedenen Regionen Deutschlands in besonders hohen
Konzentrationen vorkommt (z. B. bayerischer Wald oder Erzgebirge). So kommt es zu einer
beruflichen Exposition bei Tatigkeiten im Bergbau oder in Wasserwerken, aber auch zur
privaten Exposition durch Ubertritt des Edelgases in Gestein in Innenrdumen (besonders in
Keller- und Erdgeschossraumen) (13,14).

Weitere berufliche, strahlenbedingte Risikofaktoren sind Rontgenstrahlen bei medizinischem
Personal und kosmische Strahlung bei Flugpersonal (15).

Eine Belastung mit Asbest ist ebenfalls als Risikofaktor zu nennen, auch wenn eine
Asbestbelastung meist eher zur Entstehung eines Pleuramesothelioms fiihrt. Asbest wird seit
1973 als humankanzerogen eingestuft, wobei vor allem Chrysotil (WeilRasbest), Amosit

(Braunasbest) und Krokydolith (Blauasbest) hierbei eine Rolle spielen (6,16).

2.4 Friherkennung

Eine friihe Diagnosestellung ist fiir die Verbesserung der Uberlebenschancen eines Patienten
essentiell (1,2). Aktuell existiert in Deutschland kein Screening auf Lungenkarzinom, auch
nicht in Risikogruppen (2).

International wurde Uber verschiedene Methoden diskutiert, um eine Friiherkennung oder

ein Screening auf das Lungenkarzinom zu etablieren.

2.4.1 Screening mittels low-dose-CT

Die Einfliihrung einer low-dose-CT bei Risikopopulationen als Screening auf das
Lungenkarzinom wird rekurrierend diskutiert.

Zwischen 2002 und 2004 wurden 53.454 Patienten in The National Lung Screening Trial
(NLST) eingeschlossen (4,17). In dieser Studie wurden ein jahrliches low-dose-CT-Screening
und ein anterior-posteriores Rontgen-Thorax-Screening verglichen. Dabei wurden Patienten

eingeschlossen, die zwischen 55 und 74 Jahre alt waren und ein gewisses Risikoprofil flr
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Lungenkarzinome aufwiesen — namlich jene, die in Summe mindestens 30 PY geraucht
haben und entweder bei Studieninklusion noch rauchten oder maximal 15 Jahre zuvor mit
dem Rauchen aufgehort hatten. Alle Patienten wurden bis 31. Dezember 2009 beziglich der
Todesfdlle, dem Auftreten eines Lungenkarzinomes, beziiglich Komplikationen oder
sonstiger Auffdlligkeiten nachverfolgt (17). 24,2 % der Patienten der low-dose-CT-Gruppe
erhielten wahrend der drei Jahre ein positives Testergebnis, in der Rontgen-Thorax-Gruppe
waren es 6,9 % (4). Die Sensitivitat des low-dose-CT-Screenings betrug 93,8 %, die Spezifitat
73,4 %. Im Gegensatz dazu betrug die Sensitivitdt des Rontgen-Screenings 73,5 % und die
Spezifitat 91,3 % (18). Das low-dose-CT-Screening zeigte zwar einerseits eine Reduktion der
Mortalitat um 20 %, andererseits kam es jedoch zu einer hohen Rate an falsch-positiven-
Ergebnissen und zu einer Uberdiagnostizierung (Diagnosestellung bei gleichzeitig nicht
vorhandener Mortalititsreduktion). Uber alle drei Jahre hinweg betrug die Rate an falsch-
positiven Ergebnissen in der low-dose-CT-Gruppe 96,4 % und in der Rontgen-Gruppe 94,5 %
(4). Uber alle Tumorhistologien hinweg kam es zu einer Uberdiagnostizierung von 18,5 %
(19). Die Ergebnisse der NLST-Studie beziglich der Mortalitatsreduktion wurden kirzlich
durch die NELSON-Studie bestatigt: In dieser Studie wurden 13.195 Manner und 2594
Frauen zwischen 50 und 74 Jahren eingeschlossen und randomisiert in eine Gruppe, die zum
Studienstart, nach einem Jahr, nach drei Jahren und nach 5,5 Jahren ein low-dose-CT-
Screening erhielt oder in eine Gruppe, die kein Screening erhielt (20). Alle Patienten wurden
mindestens zehn Jahre nachverfolgt bis 31. Dezember 2015. In der low-dose-CT-Gruppe kam
es zu einer Lungenkarzinommortalitat von 2,5 Toten pro 1000 Patientenjahre, wahrend es in

der Kontrollgruppe ohne Screening 3,3 Tote pro 1000 Patientenjahre waren (20).

In Amerika ist die jahrliche Durchfiihrung einer low-dose-CT als Lungenkarzinom-Screening
bei Risikopatienten empfohlen. Darunter sind Personen zu verstehen, die aktuell rauchen
oder seit maximal 15 Jahren rauchfrei sind mit einer kumulativen Dosis von mindestens 30
PY, zwischen 55 und 74 Jahre alt und in einem guten Allgemeinzustand sind (21).

Aktuell wird dies in Deutschland nicht als ScreeningmalRnahme in der allgemeinen
Bevolkerung empfohlen (2), wenngleich die Europdische Union seit 2017 ebenfalls
empfiehlt, dass Mitgliedsstaaten in naher Zukunft ein low-dose-CT-Screening auf das
Lungenkarzinom anbieten sollen (22). Laut S3-Leitlinie kann eine Friiherkennung mittels low-
dose-CT allerdings fir asymptomatische Risikopersonen (Alter zwischen 55 und 74 Jahren,

Raucheranamnese > 30PY und weniger als 15 Jahre Nikotinkarenz) an zertifizierten
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Lungenkarzinomzentren durch ein multidisziplindares Behandlungsteam mit begleitender
Raucher-Entwéhnung empfohlen werden (2).

Die Auswirkungen einer low-dose-CT auf die Gesundheit der Menschen bei einer Etablierung
als Screening sind noch nicht vollstandig erforscht (23). Die Strahlenexposition einer CT —im
Durchschnitt 5 mSv (2) — ist bereits mit einem Gesundheitsrisiko verbunden (24). Vor allem
aber tragen die Rate an falsch positiven Ergebnissen (2,25) und das damit verbundene
Komplikationsrisiko bei weitergehender Abklarung suspekter Befunde zu einem kritischen
Hinterfragen des Einsatzes einer low-dose-CT als Lungenkarzinomscreening bei.

Eine Ubertragung der Ergebnisse des NLST auf Deutschland ergab, dass bei vier von 1000
gescreenten Personen ein Lungenkarzinomtod héatte verhindert werden kénnen, wahrend
allerdings eine Person eine todliche Komplikation durch weitergehende Diagnostik nach
unklarem CT-Befund erleiden wirde. Insgesamt wirden 13 von 1000 teilnehmenden
Patienten ernsthafte Komplikationen durch weiterfliihrende invasive Diagnostik, wie
Bronchoskopie, Mediastinoskopie oder Biopsie erleiden (26). Hierbei muss weiter beachtet
werden, dass alle Patienten, die in dem NLST eingeschlossen und behandelt wurden, an
spezialisierten Zentren betreut wurden. Insofern ist davon auszugehen, dass
Komplikationsraten und Ergebnisse an nicht spezialisierten Zentren von diesen Ergebnissen

nochmals abweichen wiirden (2).

2.4.2 Screening mittels Réntgen-Thorax-Ubersichtsaufnahme

Ein Screening mittels jahrlicher Rontgenilibersichtsaufnahme wird laut aktueller Leitlinie
nicht empfohlen (2).

Hinweise auf ein Lungenkarzinom im Rontgenbild kdnnen ein Rundherd, eine
Raumforderung, eine Mediastinalverbreiterung, eine Atelektase oder ein Pleuraerguss sein
(2).

In Amerika wurde im Zeitraum von 1993 bis 2001 im Rahmen der grofSten randomisiert-
kontrollierten Studie Prostate, Lung, Colorectal and Ovarian Randomized Trial (PLCO Cancer
Screening Trial) untersucht, ob es zu einer signifikanten Mortalitdtsreduktion von
Lungenkarzinomen durch ein jahrliches anterior-posteriores Rontgen-Thorax-Screening
kommt (27). Insgesamt wurden hierbei 154.901 Patienten zwischen 55 und 74 Jahren
eingeschlossen und in zwei Gruppen eingeteilt: Eine Gruppe erhielt flr vier Jahre ein
jahrliches Rontgen-Thorax-Screening, die zweite Gruppe erhielt nur die normalen
Vorsorgeuntersuchungen beim Hausarzt. Hierbei wurde der Raucherstatus nicht
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berucksichtigt. Der Studienphase schloss sich zusatzlich ein 13-jahriges Follow-up an. Es
konnte hierbei keine Reduktion der Lungenkarzinommortalitat durch ein Rontgen-Thorax-
Screening festgestellt werden. In der Studie war allerdings auffallig, dass insbesondere
Adenokarzinome im Rontgen-Thorax-Screening besser diagnostiziert werden konnten, was
eventuell mit der haufigeren peripheren Lage dieses histologischen Subtyps
zusammenhangen konnte (27).

Zusatzlich ist die Rontgenaufnahme mit einer Strahlenbelastung verbunden, die eine
regelmaRige Wiederholung der Untersuchung als Screening kritisch hinterfragen lasst: Eine

Thoraxibersichtsaufnahme in zwei Ebenen hat eine Strahlendosis von 0,02mSv (2).

2.4.3 Screening durch Analyse von zirkulierenden Tumorzellen (Circulating tumor cells, CTC)
CTCs sind Zellen, die sich von dem Primartumor ablosen und anschlieffend frei im Blut von
Patienten zirkulieren (28). Sie spielen vor allem eine Rolle wahrend der Metastasierung
(29,30).
Die Erstbeschreibung ihrer Existenz erfolgte bereits 1869 (31); erst seit kurzem wird
allerdings ihr eventueller Einsatz zur Friiherkennung von Lungenkarzinomen und anderen
Karzinomarten erforscht (32). Limitationen scheinen hierbei zu sein, dass vor allem in friihen
Tumorstadien nur selten bzw. wenige CTCs isoliert werden kénnen und in Bezug auf das
Lungenkarzinom unterschiedlich viele CTCs, abhangig vom Lungenkarzinomsubtyp,
zirkulieren. Bei Patienten, die an einem SCLC erkranken, scheinen bis zu 10 Mal mehr CTCs
im Blut zu zirkulieren als bei Patienten, die an einem NSCLC erkrankt sind (28). Dies kdnnte
mit der schnelleren Metastasierung von SCLCs zusammenhangen und widerspricht einem
Einsatz als generelles Screening auf Lungenkarzinome (28) .
Aufgrund von eventueller Mikrometastasierung, die sich nicht durch Symptome bemerkbar
macht und nicht durch Bildgebung oder andere Methoden nachweisbar ist, kénnte eine
Analyse der CTCs allerdings dennoch zu einer friiheren Diagnosestellung fiihren (28).
Ein Vorteil der Analyse von CTCs zusatzlich zur herkdmmlichen Diagnostik oder zu
eventuellen ScreeningmalRnahmen stellt die molekulare und genetische Charakterisierung
des Tumors dar (33), die auch einen Ansatz zur Entwicklung neuer Therapieansatze darstellt
(34).
Bisherige Studien, die die diagnostische Wertigkeit der CTC-Analyse zur Detektion von
Lungenkarzinomen untersuchten, zeigten insgesamt eine Sensitivitat von 30,4 % — 89 % und
eine Spezifitdt von 84,1 % — 100 % (35).
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Die Analyse von CTCs wird als Screening—Methode in Deutschland aktuell nicht empfohlen

2).

2.4.4 Bestimmung von Tumormarkern

Die NSE (Neuronenspezifische Enolase) beim SCLC sowie CEA (Carcinoembryonales Antigen)
und CYFRA 21-1 (Cytokeratin-Fragment 21-1) beim NSCLC gelten als serologische
Tumormarker (36).

Tumormarker konnen auch bei Patienten erhéht sein, die an einer benignen
Lungenerkrankung leiden (37). Es konnte allerdings eine bessere Differenzierung zwischen
benigner und maligner Lungenerkrankung durch Hochsetzen der oberen Grenze der
Normwerte fir CEA und CYFRA 21-1 gezeigt werden: Eine Studie mit 655
Lungenkarzinompatienten und 237 Patienten, die an einer benignen Lungenerkrankung
litten, zeigte eine bessere Spezifitdat durch Verdopplung der Normwertgrenze (fir CEA > 6,4
ng/ml, fur CYFRA 21-1 > 7 ng/ml), wahrend sich die Sensitivitat verschlechterte. Bei
Positivitat von beiden Tumormarkern war die Spezifitit am hdochsten: Bei Ublicher
Normwertgrenze lag sie bei 95 %, bei Verdopplung der Normwertgrenze sogar bei 99 % (37).
Tumormarkerwerte sind umso hoéher, je weiter fortgeschritten die Erkrankung ist (37),
sodass sie sich ebenfalls nur bedingt zur Friihdiagnostik von Lungenkarzinomen eignen.

Die aktuelle S3-Leitlinie empfiehlt die routinemaRige Bestimmung der Tumormarker weder
zur Primar- oder Rezidivdiagnostik, noch ihren Einsatz als Screening aufgrund der

eingeschrankten Sensitivitat und Spezifitat (2).

2.4.5 Screening mittels zellfreier DNA

Ein weiterer experimenteller Ansatz ist eine Frihdiagnostik auf Lungenkarzinom mittels
zellfreier DNA. So werden DNA-Fragmente von Tumorzellen bezeichnet, die frei im
peripheren Blut transportiert werden. Sie werden aus Serum oder Plasma isoliert und
kénnen durch Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert und analysiert werden (38). In
diesen Fragmenten kdnnen dann gegebenenfalls DNA-Alterationen, wie beispielsweise
Mutationen, Deletionen oder Hypermethylierungen bestimmter Onko- oder
Tumorsuppressorgene nachgewiesen werden (38). lhr Ursprung liegt wahrscheinlich in
apoptotischen oder nekrotischen Zellen, aus denen durch Tumorwachstum und erhéhten

zellularen Umsatz in Tumoren DNA-Fragmente freigesetzt werden (39,40).
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In einer bereits 1977 publizierten Arbeit wurde festgestellt, dass Karzinompatienten mehr
zellfreie DNA in ihrem Blut aufweisen als gesunde Patienten und dass die Menge an zellfreier
DNA noch weiter zunimmt, wenn ein Karzinompatient bereits an einer metastasierten
Erkrankung leidet (39). Diese Methode wurde am haufigsten in Studien untersucht, die sich
mit der Diagnostik von Mammakarzinom, kolorektalem Karzinom oder Lungenkarzinom
beschaftigten (41).

Ein Hauptproblem dieser Methode ist, dass die Amplifikation der Genfragmente sehr teuer
ist und nur in Speziallaboren durchgefiihrt werden kann, was einem Einsatz als Screening
entgegenspricht (41).

Ein Screening auf Lungenkarzinom mittels zellfreier DNA wird aktuell nicht empfohlen (2),
allerdings wird immer wieder Uber eine Analyse der zellfreien DNA in der weiteren
Diagnostik als zusatzliche Methode diskutiert: Die Genotypisierung von Lungenkarzinomen
ist insbesondere zur Therapieplanung wichtig, da Therapieregimen existieren, die gegen
spezifische Genalterationen in Tumorzellen gerichtet sind, wie beispielsweise EGFR-
Mutationen bei Adenokarzinomen (2). Durch die Tumorheterogenitit oder schlechte
Erreichbarkeit des Primartumors kann durch eine Biopsie in manchen Fallen die
Genotypisierung nicht in ausreichendem MaR durchgefiihrt werden, sodass eine Analyse der
zellfreien DNA im Blut — die noch dazu weniger invasiv ist als eine Biopsie — eine

komplementare Analyse darstellen konnte (39).

2.4.6 Nicht-invasive Diagnostik (iber Atemproben

Es wurden verschiedene Ansdtze wissenschaftlich verfolgt, um ein nicht-invasives Screening
auf Lungenkarzinom Uiber Atemproben zu entwickeln, welches dartber hinaus — anders als
die CT oder ein Rontgen-Thorax — ohne eine Strahlenbelastung funktionieren wiirde.

Die Atemluft von Patienten mit oder ohne Lungenkarzinom scheint sich zu unterscheiden:
beispielsweise sind Interleukin-6 und Endothelin-1 bei Patienten, die an NSCLC erkrankt sind,

in der Ausatemluft erhéht zu messen (42,43).

Grundlage fir die Diagnostik durch Atemproben ist der Nachweis von Volatile Organic
Compounds (VOCs, deutsch: fliichtige organische Verbindungen). Dies sind chemische
Verbindungen, die den Zustand von Zellen reflektieren. Sie entstehen unter anderem durch
Vorgange im Korper wie beispielsweise Entziindungen, werden aber ebenso durch die
Umwelt und durch das individuelle Mikrobiom eines Menschen beeinflusst (44). Ebenso wie
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Entziindungen verursachen Tumorerkrankungen metabolische Veranderungen in Zellen,
sodass Tumorzellen andere VOC-Profile aufweisen als gesunde Zellen. Die VOCs, die von den
Tumorzellen produziert werden, kdnnen durch das Gewebe diffundieren. Uber das Blut
konnen sie durch den Korper transportiert und schliefSlich mit weiteren Korperflissigkeiten
wie Urin oder Schweill ausgestoRen werden (45). Sie lassen sich offenbar auch in
menschlichem Atem nachweisen (46).

Die Atemprobe eines Menschen enthadlt um die 3480 verschiedene VOCs (47,48), wobei
hiervon die meisten nur in picomolaren Konzentrationen vorliegen (48). Insgesamt wurden
bisher 24 VOCs als potentielle Lungenkarzinommarker identifiziert (49), wovon jedoch einige

wohl auch mit Tabakrauch assoziiert sind (50,51).

Aktuell werden vor allem zwei Techniken verfolgt, um eine Diagnostik von
Lungenkarzinomen (ber Atemproben zu ermdoglichen: Die eine Technik beruht auf einer
Analyse der Atemproben durch Gas Chromatographe Massenspektrometrie (GC-MS,
Kopplung einer Gaschromatographie mit einer Massenspektrometrie), eine andere Technik
setzt auf die Erstellung einer Art ,,Fingerabdruck” der individuellen Atemluft eines Patienten
Uber eine elektronische Nase (eNOSE) (46). Der wesentliche Unterschied beider Techniken
liegt darin, dass durch GC-MS spezifische VOCs identifiziert und quantitativ nachgewiesen
werden konnen, wahrend durch eine elektronische Nase bisher nur ein individuelles Muster

aus verschiedenen bekannten VOCs detektiert werden kann (46).

Bereits 1985 wurde eine Studie veroffentlicht, in der drei VOCs durch GC-MS identifiziert
wurden, die bei 93 % der Lungenkarzinomproben auf ein Lungenkarzinom hinwiesen (52).
Diese Studie wurde allerdings lediglich mit 23 Patienten, darunter nur neun
Kontrollpatienten, durchgefiihrt.

1999 wurden 108 Patienten mit einer pathologischen Rontgen-Thorax-Aufnahme in eine
Studie eingeschlossen, wovon 60 Patienten letztendlich ein Lungenkarzinom aufwiesen. Es
konnten 22 VOCs durch GC-MS identifiziert werden, die sich bei Karzinom- und
Kontrollpatienten unterschieden. lhre Bestimmung im Stadium 1 der Karzinomerkrankung
konnte diese mit einer Sensitivitat von 100 % und einer Spezifitat von 81,3 % nachweisen
(53). Denselben Autoren gelang spater mithilfe von neun VOCs durch GC-MS eine
Identifikation von Atemproben von Karzinompatienten mit einer Sensitivitat von 89,6 % und

einer Spezifitdt von 82,9 %, unabhingig vom Stadium der Tumorerkrankung (53).
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In einer Studie konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Konzentration von finf VOCs in der
Ausatemluft von Patienten nach chirurgischer Entfernung des Lungenkarzinoms deutlich
niedriger war (54).

Immer mehr VOCs werden per GC-MS in der Ausatemluft von Patienten zur Identifikation
von Lungenkarzinompatienten identifiziert (unter anderem (49,55)), wobei sich die
verschiedenen VOCs sowohl in ihrer Spezifizierung als auch in ihrer Konzentration in den

einzelnen Studien sehr stark unterscheiden (46).

Bereits 1982, also vor uber 30 Jahren, wurde versucht, eine elektronische Nase zu
entwickeln, die ebenso zuverlassig arbeitet wie eine canine Nase (56).

Bisher wurden verschiedene elektronische Nasen in Studien verwendet, um
Lungenkarzinome diagnostizieren zu kénnen. Beispiele sind die ,Cyranose 300“, welche in
einer Studie zu einer Identifikation von Ausatemluft von Lungenkarzinompatienten mit einer
Sensitivitat von 71,4 % und einer Spezifitat von 91,9 % fuhrte (57), oder die ,NaNose“, die in
einer anderen Studie nicht nur die Identifikation von Lungenkarzinomen, sondern auch die

histologische Diskriminierung des Lungenkarzinoms ermdglichte (58).

Die verschiedenen Techniken zur Analyse von Atemluft sind aufgrund der unterschiedlichen
Arten der Probengewinnung und -aufbewahrung, der unterschiedlichen Analyse der VOCs
oder der VOC-Muster per eNose sowie der unterschiedlichen Anzahl der in Studien
eingeschlossenen Patienten nur schwer vergleichbar (46,59), sodass bisher noch kein Einsatz
einer Methode zur Analyse der Atemluft zur Lungenkarzinomdiagnostik zur Verfligung steht
(2).

In einer Studie konnte allerdings die Kombination der Analyse von VOCs per GC-MS in
Kombination mit einem Lungenkarzinomscreening durch CT die Sensitivitat und Spezifitat
der Lungenkarzinomdiagnostik im Gegensatz zu einem Screening mit CT alleine verbessern

(55).

2.5 Diagnostik
Da es in Deutschland kein Screening auf Lungenkarzinom gibt, wird diese Diagnose aufgrund
typischer Symptome oder im Rahmen der Diagnostik aufgrund eines anderen

Krankheitsbildes erstellt.
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Die haufigsten Symptome, die den Patienten selbst auffallen, sind Husten, Luftnot,
Brustschmerzen, Hamoptysen, Knochenschmerzen oder B-Symptomatik (Gewichtsverlust,
Fieber, NachtschweiR) (60).

Eine Besonderheit des Lungenkarzinoms stellen auRerdem die paraneoplastischen Syndrome
dar, die den Patienten dazu bewegen, einen Arzt aufzusuchen. Diese Syndrome bestehen bei
ca. 10 % aller Patienten mit Lungenkarzinom; ihr Ausmalf$ korreliert nicht mit der GréRe des
Primartumors. Beispiele hierfiir sind das Syndrom der inaddquaten ADH-Sekretion (SIADH),

eine chronische Anamie oder auch ein Cushing-Syndrom (2).

Bei klinischem Verdacht auf ein Lungenkarzinom wird zunachst eine Rontgen-Untersuchung
im anterior-posterioren und im seitlichen Strahlengang durchgefiihrt (2). Hierbei kann sich
das Lungenkarzinom direkt oder indirekt zeigen. Direkte Zeichen sind ein Rundherd oder
eine Raumforderung, indirekte Zeichen sind ein Pleuraerguss, eine Atelektase oder eine
Mediastinalverbreiterung (2). Bei positivem Befund oder bei negativem Befund mit jedoch
stark  verdachtiger  Klinik  sollte dann eine  weitere  Diagnostik  mittels
kontrastmittelverstarkter CT durchgefiihrt werden (2).

Die CT gibt vor der Biopsie oder weiteren chirurgischen Schritten eine Aussage Uber die
Ausdehnung und die genaue Lage des Primdrtumors sowie Uber eine eventuelle
Metastasierung in Lymphknoten, Thorax- oder Oberbauchorgane, wie beispielsweise die
Leber (36). Zeichen fir einen gutartigen soliden Rundherd in der CT sind verschiedene
Verkalkungsmuster. Sie konnen diffus, konzentrisch, laminar oder zentral sein oder eine
disseminierte Verkalkungsart aufweisen, die als ,,Popcornmuster” bezeichnet wird. Zeichen
maligner solitdrer Raumforderungen in der CT sind Spikulae, also fliBchenférmige Auslaufer
des Rundherdes, GefaBzeichen, nekrotische Areale, umschriebene Pleuraverdickungen,

pleurale Retraktionen, Inhomogenitdt oder Bronchuszeichen (2).

Die endgiltige Diagnosesicherung sollte durch eine histologische Untersuchung des
Primartumors erfolgen, wobei in den meisten Fallen die Bronchoskopie das Mittel der Wahl
darstellt (2). Limitation hierbei ist gegebenenfalls die Lage des Tumors, da der Zugang zu
einem peripheren Tumor durch eine Bronchoskopie eventuell nicht moglich sein kann,
sodass zur histologischen Differenzierung eine transthorakale Nadelaspiration (TTNA) notig
sein kann (2). Bei Kontraindikationen gegen Bronchoskopie oder transthorakale

Nadelaspiration kann gegebenenfalls auch eine chirurgische Biopsieentnahme durchgefiihrt
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werden (2). Die Biopsieentnahme erlaubt eine histologische Einteilung der Raumforderung
zunachst in maligne/benigne und danach vor allem eine Abgrenzung von SCLC zu NSCLC (und
gegebenenfalls deren Untergruppe) (2). Bei bronchoskopisch gewonnener Biopsie kann
zudem noch eine bronchoalveoldre Lavage zur zytologischen Bewertung gewonnen werden
und eine endobronchiale Ultraschalluntersuchung (EBUS) durchgefiihrt werden, um die
Eindringtiefe des Tumors zu bewerten und den Zustand der mediastinalen Lymphknoten zu

bewerten (2).

Nach Diagnosesicherung sollten sich Staging-Untersuchungen anschlieRen.

Zur Beurteilung der Ausdehnung des Primartumors ist — wenn noch nicht geschehen zur
Diagnosesicherung — eine kontrastmittelverstarkte CT von Thorax und Oberbauchorganen
inklusive Leber und Nebennieren indiziert (2).

Die CT kann zur besseren Darstellung spezifischer Fragestellungen durch eine MRT oder
Sonographie erganzt werden, wobei bei einem Tumor, der an der Lungenspitze liegt und bei
dem sich daher die Frage nach einer Infiltration des Plexus ergibt, eine MRT auf jeden Fall
zur Beurteilung des Primartumors eingesetzt werden sollte (2).

Wenn in der CT mediastinale Lymphknoten von mehr als 1 cm Durchmesser auffallen, sollte
bei fehlendem Hinweis auf eine bereits fernmetastasierte Erkrankung zur besseren
Differenzierung vergroRerter Lymphknoten (benigne reaktiv vs. maligne) eine FDG-PET-/CT
durchgefiihrt werden. Durch den Einsatz von Fluor-18-Fluorodesoxyglukose wird ein
vermehrter Glukoseumsatz, wie er in den meisten Tumorzellen besteht, bildmorphologisch
nachgewiesen (61). Hierbei ist allerdings limitierend zu erwahnen, dass ebenfalls bei
bestimmten Erkrankungen wie der Sarkoidose ein vermehrter Glukosestoffwechsel in
vergrofRerten Lymphknoten nachweisbar sein kann (2). Eine Aussage Uber die Entitat der
vergroRerten Lymphknoten ist fiir die Stadieneinteilung und die Therapieplanung essentiell
(2,61).

Auffillige Lymphknoten in der FDG-PET/CT sollten dann vor der endgultigen Therapie
pathologisch untersucht werden durch Gewinnung von Untersuchungsmaterial mittels
geeigneter Methoden wie der Nadelbiopsie (2).

Zur Beurteilung einer eventuellen Fernmetastasierung gelten eine Ganzkorper-FDG-PET/CT

und eine MRT des Schadels als Methoden der Wahl (2).
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Nach komplettierter Diagnostik erfolgt eine Stadieneinteilung nach UICC (Union
internationale contre le cancer). Diese Stadieneinteilung erlaubt die Einschatzung der

Prognose und ist ausschlaggebend fiir die Wahl der Therapieverfahren (2) .

2.6 Stadieneinteilung

Seit dem 1.1.2017 ist die Stadieneinteilung des Lungenkarzinoms nach IASLC/UICC 8 giiltig.

2.6.1 TNM-Klassifikation nach UICC, 8. Auflage (62)

T steht fir Tumor und beschreibt den Primartumor. Die Bezeichnung ,TX“ bedeutet, dass
der Primartumor nicht beurteilt werden kann. ,T0“ wird angegeben, wenn es keinen Anhalt
flir einen Primartumor gibt, wahrend ,T1-4“ die zunehmende GroRe bzw. Ausdehnung des
Primartumors beschreiben. Die T1-Bezeichnung des Lungenkarzinoms wird nochmals in Tla-
c unterteilt, die T2-Bezeichnung in T2a und T2b. , Tis” steht fiir ein Carcinoma in situ — ein auf
das Ursprungsgewebe begrenztes Karzinom, das nicht invasiv wachst und die Basalmembran
noch nicht durchbrochen hat.

N beschreibt die regiondren Lymphknoten. Die Bezeichnung ,NX“ steht hier wieder fiir eine
nicht mogliche Beurteilbarkeit der regiondaren Lymphknoten, ,NO“ fir metastasenfreie
regiondre Lymphknoten und ,,N1-3“ fiir den zunehmenden Befall derselben. Als regiondre
Lymphknoten beim Auftreten eines Lungenkarzinoms werden die intrathorakalen
Lymphknoten, also die mediastinalen, die hilaren, die lobadren, die segmentalen und die
subsegmentalen sowie die Skalenus- und supraklavikuldaren Lymphknoten bezeichnet.

M beschreibt die Fernmetastasen. Hierbei bedeutet ,,MO0“, dass keine Fernmetastasen
vorhanden sind und ,M1“, dass Fernmetastasen vorhanden sind. In Bezug auf das
Lungenkarzinom wird M1 nochmals in Mi1la-c eingeteilt, je nach Lokation der

Fernmetastasen (62).
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T
TX Primartumor kann nicht beurteilt werden oder Nachweis von malignen Zellen im Sputum
oder bei Bronchialspiilungen, jedoch Tumor weder radiologisch noch bronchoskopisch
sichtbar
TO Kein Anhalt flir Primartumor
Tis Carcinoma in Situ
T1 Tumor 3cm oder weniger in grofRter Ausdehnung, umgeben von Lungengewebe oder
viszeraler Pleura, kein bronchoskopischer Nachweis einer Infiltration eines Lappenbronchus
(Hauptbronchus frei)
T1mi Minimal invasives Adenokarzinom
T1a Tumor 1cm oder weniger in grofRter Ausdehnung
T1b Tumor mehr als 1cm, aber nicht mehr als 2cm oder weniger in grofRter Ausdehnung
Tic Tumor mehr als 2cm aber nicht mehr als 3cm in grofRter Ausdehnung
T2 Tumor mehr als 3cm, aber nicht mehr als 5cm in groRter Ausdehnung oder Tumor mit
wenigstens einem der folgenden Kennzeichen:
- Tumor beféllt Hauptbronchus, 2cm oder weiter distal der Carina ohne Befall der Carina
- Tumor infiltriert viszerale Pleura
- assoziierte Atelektase oder obstruktive Entziindung bis zum Hilus, entweder Teile der Lunge
oder die ganze Lunge einnehmend
T2a Tumor mehr als 3cm, aber nicht mehr als 4cm in groRter Ausdehnung
T2b Tumor mehr als 4cm, aber nicht mehr als 5cm in groter Ausdehnung
T3 Tumor mehr als 5cm, aber nicht mehr als 7cm in groRter Ausdehnung oder Tumor mit
direkter Infiltration einer der folgenden Strukturen: Pleura parietalis, Brustwand
(eingeschlossen Sulcus superior-Tumoren), Nervus phrenicus, parietales Perikard; oder
seperate(r) Tumorknoten im selben Lappen wie der Primartumor
T4 Tumor jeder GroRe mit Infiltration wenigstens einer der folgenden Strukturen: Zwerchfell,
Mediastinum, Herz, groRe GefiRe, Trachea, N. laryngeus recurrens, Osophagus,
Wirbelkorper, Carina; vom Primartumor getrennte(r) Tumorknoten in einem anderen
Lappen derselben Seite
N
NX Regiondre Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastase(n) in ipsilateralen peribronchialen und/oder ipsilateralen Hilus- oder
intrapulmonalen Lymphknoten (einschlieRlich eines Befalls durch direkte Ausbreitung des
Primartumors)
N2 Metastase(n) in ipsilateralen mediastinalen und/oder subkarinalen Lymphknoten
N3 Metastase(n) in kontralateralen mediastinalen, kontralateralen Hilus-, ipsi- oder
kontralateralen Skalenus- oder supraklavikularen Lymphknoten

M
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
M1a Vom Primartumor getrennte Tumorherde in einem kontralateralen Lungenlappen;
Tumor mit Pleura- oder Perikardmetastasen oder malignem Pleura- oder
Perikarderguss
M1b Eine extrathorakale Metastase in einem Organ
M1c Multiple extrathorakale Metastasen in einem oder multiplen Organen

Abbildung 4: TNM-Klassifikation des Lungenkarzinoms nach UICC 8. Auflage, iibernommen aus: (62)
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2.6.2 Klassifikation der Tumorstadien

Stadium T-Klassifikation N-Klassifikation M-Klassifikation
Okkultes Karzinom X NO MO
Stadium O Tis NO MO
Stadium IA T1 NO MO
Stadium IA1 Timi NO MO
Tla NO MO
Stadium 1A2 Tlb NO MO
Stadium IA3 Tlc NO MO
Stadium IB T2a NO MO
Stadium IIA T2b NO MO
Stadium |I1B Tla-c, T2a,b N1 MO
T3 NO MO
Stadium Il1A Tla-c, T2a,b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO,N1 MO
Stadium I1IB Tla-c, T2a,b N3 MO
T3, T4 N2 MO
Stadium IIIC T3, T4 N3 MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1
Stadium IVA Jedes T Jedes N M1a, M1b
Stadium IVB Jedes T Jedes N M1lc

Abbildung 5: Stadien-Einteilung Lungenkarzinom, libernommen aus: (62)

2.7 Hundenase

Das Riechorgan des Hundes ist dhnlich aufgebaut wie das menschliche Riechorgan. Es hat
jedoch einige Besonderheiten, welche die bessere olfaktorische Wahrnehmung erklaren.
Hunde koénnen 10.000 - 100.000-mal besser zwischen verschiedenen Gerilichen
differenzieren als Menschen und fliichtige organische Verbindungen (volatile organic
compounds, VOC) ab einer Konzentration von 1:1 Trillion VOCs identifizieren (63).

Die Hauptanteile des olfaktorischen Systems sind die Nase, die durch das Nasenseptum in

eine rechte und eine linke Nasenhohle eingeteilt wird, das olfaktorische Epithel mit seinen
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Rezeptoren (olfactory receptors, OR), das vomeronasale Organ und der olfaktorische Bulbus

(63).

Jede Nasenhohle beinhaltet drei Nasenmuscheln (Conchae nasales), welche zu einer
Vergroflerung der Schleimhautoberflache beitragen und zusatzlich die FlieBrichtung der
inhalierten Luft beeinflussen koénnen (63). Die Beschaffenheit und damit die
OberflachenvergrofRerung der Schleimhaut variiert je nach Rasse. So hat z. B. ein deutscher
Schiferhund eine Mukosa von ca. 200 cm?, ein Cockerspaniel von ca. 67 cm? und im
Vergleich dazu ein Mensch von ca. 5 cm? (64,65).

Beim Hund heilRen die Conchae Nasoturbinale, Maxilloturbinale und Ethmoturbinale. In der
Maxilloturbinalen befindet sich grofStenteils respiratorisches Epithel und nur wenige
Sensoren von olfaktorischen Neuronen. Das olfaktorische Epithel befindet sich vor allem in
den Ethmoturbinalen und dem dorsalen Septum. Hier finden sich olfaktorische
Rezeptorzellen (ORC) mit Zilien, an denen sich olfaktorische Rezeptoren (OR) befinden. Diese
projizieren direkt in den olfaktorischen Bulbus, der hinter den Nasenhdhlen paarig angelegt

ist. Von dort aus ziehen Axone zum olfaktorischen Kortex im Temporallappen (66).

Menschliche olfaktorische Rezeptorzellen haben ca. 25 Zilien pro ORC, wahrend Hunde
mehrere Hundert Zilien pro ORC besitzen, sodass Hunde viel kleinere Konzentrationen eines
Molekdils in der Luft wahrnehmen kénnen (63). Ein Hund exprimiert mehr als 220 Millionen
olfaktorische Rezeptoren in seiner Nase, wobei eine ORC auf ihren Zilien nur eine einzige Art
an olfaktorischen Rezeptoren exprimiert. Dies bedingt, dass die Geruchsintensitat, die der
Hund wahrnimmt, proportional ist zur Anzahl an ORC, die aktiviert wurden (63).

Olfaktorische Neurone des Hundes haben eine Lebenszeit von ca. 30 — 60 Tagen,
regenerieren allerdings stets (67). Zusatzlich existieren Polymorphismen in (iber 800 Genen,
welche die olfaktorischen Rezeptoren codieren (68,69), sodass die Anzahl und die Art an
ORCs, die ein individueller Hund exprimiert, von der Rasse, der Genetik und dem Training
abhangen (64). Die Erkennung eines bestimmten Geruchs ist von der Bindung des
Geruchsstoffes an einen bestimmten OR abhédngig, sodass das individuelle Profil der
Geruchsrezeptoren eines Hundes daflir verantwortlich ist, dass manche Hunde besser
riechen als andere (70). Aufgrund der Polymorphismen in ihren Genen der olfaktorischen

Rezeptoren und deren Anordnung scheinen Labrador Retriever und Deutsche Schaferhunde
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besser als andere Rassen geeignet zu sein, um zur olfaktorischen Detektion eingesetzt zu
werden (68).
Der olfaktorische Reiz wird am olfaktorischen Rezeptor G-Protein-gekoppelt wahrgenommen

(63).

Eine Besonderheit des olfaktorischen Systems des Hundes, das vomeronasale Organ, liegt
am ventrorostralen Teil des Nasenseptums. Seine Funktion ist noch nicht bis ins Detail
verstanden (71). Es enthalt Epithel, welches olfaktorische Rezeptoren beinhaltet, aber auch
Epithel ohne olfaktorische Rezeptoren (72). Dieses scheint vor allem fiir die Detektion von
Pheromonen zustdandig zu sein (chemische Botenstoffe, die von einem Individuum
abgegeben werden und bei einem anderen Individuum derselben Art eine spezifische
Wirkung erzielen) und spielt wahrscheinlich eine Rolle fir das soziale und das

Reproduktionsverhalten eines Hundes (71,72).

Eine weitere Besonderheit des olfaktorischen Systems beim Hund im Gegensatz zum
Menschen ist die unterschiedliche Verknipfung des olfaktorischen Kortex mit dem
limbischen System (73).

Das limbische System beinhaltet Gehirnstrukturen, die unter anderem das Riechvermogen,
das Gedachtnis, das Verhalten und die Motivation regulieren. Es beinhaltet unter anderem
den olfaktorischen Bulbus, die Amygdala, den Hippocampus und andere Strukturen (73).
GréRe und Funktion des limbischen Systems scheinen je nach Rasse zu variieren. Menschen
haben einen grolRen Isokortex und ein verhaltnismaRig kleines limbisches System, wahrend
bei Hunden beide Regionen hohe Volumina aufweisen (73). Im Vergleich bedeutet dies, dass
Hunde ein groReres relatives Volumen des limbischen Systems im Gegensatz zum Menschen
aufweisen. Dies konnte ebenfalls eine veranderte Wahrnehmung und einen verdnderten

Umgang mit olfaktorischen Reizen erklaren (73).

2.8 Bisherige Studienlage zum Thema

Uber das Phidnomen, dass Hunde in der Lage sein kénnten, menschliche Karzinome zu
detektieren, wurde erstmals 1989 im ,Lancet” als Case Report berichtet. Damals wurde bei
einer 44-jahrigen Frau ein malignes Melanom an einer Stelle diagnostiziert, an der ihr Hund
Uber mehrere Monate geschniiffelt hatte — sogar durch die Kleidung hindurch. Es handelte

sich hierbei um ein Haustier, das zuvor weder konditioniert noch trainiert worden war (74).
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2001 wurde (iber einen 66-jahrigen Mann berichtet, dessen Labrador seine Nase standig
durch die Hose an eine Stelle des Beines des Mannes driickte. An exakt dieser Stelle wurde
spater ein Basalzell-Karzinom der Haut entdeckt. In beiden Fallen zeigten die Hunde nach
Entfernung des Hautbefundes kein olfaktorisches Interesse mehr an den Stellen (75).

Diesen beiden Einzelfallbeschreibungen folgten Studien zur olfaktorischen Detektion von
Hautkarzinomen, die den Verdacht, dass Hunde in der Lage sein konnten, Hautkarzinome zu
finden, bestarkten — in einer Studie detektierte ein Hund ein Melanom bei einem Patienten
mit zuvor unauffdlligem histopathologischen Befund. Im weiteren Verlauf wurde das

Melanom dann bestétigt (76).

Abgesehen von der Detektion von Melanomen wurde die olfaktorische Tumordetektion
durch Hunde unter anderem auch anhand von Urinproben fiir das Blasenkarzinom (77),
anhand von Atemproben fir das Mammakarzinom (78), anhand von Gewebe- und
Blutproben fir das Ovarialkarzinom (79), anhand von Urinproben fiir das Prostatakarzinom
(80), anhand von Atem- und Stuhlproben fiir das kolorektale Karzinom (81) und fir das

Lungenkarzinom untersucht.

In den Studien zur olfaktorischen Detektion von Lungenkarzinomen durch Spiirhunde wurde
als Material wahrend der Konditionierungs- und wahrend der Studienphase entweder Urin,
Atemluft oder Lungengewebe benutzt (Tabelle 1). In allen Studien, die bisher zur
olfaktorischen Detektion von Lungenkarzinomen durch Spilirhunde publiziert wurden,
konnte studientbergreifend eine Sensitivitdat von im Durchschnitt 78 % und eine Spezifitat

von im Durchschnitt 71,5 % erreicht werden (82).
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Jahr Material Anzahl Sensitivitat  Spezifitat Referenz

Studienteilnehmer=n (%) (%)
2006 Atem 143 99 99 (78)
2011 Atem 220 71 93 (83)
2014 Atem und 93 Atemproben Atemproben (84)
Urin NSCLC: 70 NSCLC: 8,3

Atemproben Atemproben
SCLC: 55,6 SCLC: 8,3
Urinproben  Urinproben
NSCLC: 65,7  NSCLC: 25
Urinproben  Urinproben
SCLC: 90 SCLC: 25

2016 Atem (nur 122 78,6 34,4 (85)

NSCLC)

Tabelle 1: Tabellarische Ubersicht iiber alle bisher publizierten Studien zur olfaktorischen Detektion von Lungenkarzinomen

durch Spiirhunde

2006 konnten finf Hunde, die als Haustier gehalten wurden, erfolgreich auf die
Diskriminierung von Atemproben von Lungen- und Mammakarzinom-Patienten zu
Kontrollproben konditioniert wurden. In dieser Studie von McCulloch et al. zeigten die
Hunde in Bezug auf die Lungenkarzinomproben eine Sensitivitdt von 99 % und eine Spezifitat
von ebenfalls 99 %, wobei die Sensitivitdit und Spezifitdt in allen Stadien der Erkrankung
annahernd gleich ausfiel (78). Es wurden insgesamt 55 Lungenkarzinompatienten und 88
gesunde Patienten in die Studie eingeschlossen.

Eine Studie von Ehmann et al. mit insgesamt 220 Patienten zeigte 2011 ein etwas
schlechteres Ergebnis, wobei in dieser Studie ebenfalls untersucht wurde, ob die Ergebnisse
der Hunde abhdngig von dem Vorliegen einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankung
(chronic obstructive pulmonary disease COPD) oder vom Vorhandensein eines Tabak- oder
Essensgeruchs sind. In dieser Studie konnten Spirhunde Atemproben von Lungenkarzinom-
Patienten mit einer Sensitivitdit von 71 % und einer Spezifitdt von 93 % erfolgreich von
Kontrollproben unterscheiden (83), wobei das Ergebnis nicht von den oben genannten
Parametern abhangig zu sein schien.

Noch schlechtere Ergebnisse wurden in einer 2014 von Amundsen et al. publizierten Studie
erreicht (84), in der die Hunde zwischen malignen und benignen Lungenerkrankungen
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unterscheiden sollten, anstelle von Lungenkarzinompatienten und gesunden
Kontrollpatienten. Es wurden insgesamt 93 Patienten in die Studie eingeschlossen, die alle
mit Verdacht auf ein Lungenkarzinom in ein Krankenhaus eingewiesen wurden. Hier konnten
Hunde Atemproben von Patienten, die an einem NSCLC erkrankt waren, von Atemproben
von Patienten, die an einer benignen Lungenerkrankungen litten, mit einer Sensitivitat von
nur 70 % und einer Spezifitdt von nur 8,3 % unterscheiden. Ebenso konnten sie SCLCs von
benignen Lungenerkrankungen mit einer Sensitivitdt von 55,6 % und einer Spezifitdt von

8,3 % differenzieren. Durch intensivierte Konditionierung gelang eine Verbesserung der
Ergebnisse lediglich fir Karzinompatienten, die an einem SCLC erkrankt waren. Hierbei ist
allerdings zu beachten, dass die Proben, die den Hunden nach intensivierter Konditionierung
prasentiert wurden, teilweise dieselben Proben waren, die den Hunden in der ersten
Testphase prasentiert wurden (84). In dieser Studie wurde ebenfalls untersucht, ob die
Unterscheidung von Proben von Lungenkarzinompatienten und Proben von Patienten, die
an einer benignen Lungenerkrankung leiden, im Urin gelingt. Hier identifizierten die Hunde
Proben von NSCLC-Patienten mit einer Sensitivitat von 65,7 % und einer Spezifitat von 25 %
und die Proben von SCLC-Patienten mit einer Sensitivitat von 90 % und einer Spezifitat von
25 % (84).

Ebenfalls enttduschende Ergebnisse zeigte 2016 die Studie von Hackner et al. (85) mit
insgesamt 122 Patienten. Hier wurde versucht, eine Screeningsituation nachzuahmen: Im
Gegensatz zu den anderen Studien mussten die Hunde dabei pro Testdurchgang nicht nur
eine Karzinomprobe zwischen Kontrollproben unterscheiden — stattdessen variierte die
Anzahl an Karzinomproben pro Durchgang, so wie es in einer Screeningsituation denkbar
ware. Zusatzlich wurden nur Raucher in die Studie eingeschlossen, um das Screening einer
besonderen Risikopopulation zu bewerten. Hierbei identifizierten die Hunde Atemproben
von Karzinompatienten mit einer Sensitivitdat von 78,6 % und einer Spezifitdat von 34,4 %. Zu
erwdhnen ist allerdings, dass in diese Studie ausschlieBlich Patienten, die an einem NSCLC

erkrankt waren, eingeschlossen wurden.

Die Unterschiede in den Studienpopulationen (Anzahl der Patienten sowie Ein- und
Ausschlusskriterien), im bewerteten Kérpermaterial (Tumorgewebe (84), Urin (84), Atem
(78,83-85)), in der Aufbewahrung der Proben, in der Konditionierung der Hunde und in der
Art der Prasentation der Proben fiihren dazu, dass sich die Ergebnisse der bisher

durchgeflihrten Studien zu diesem Thema schlecht vergleichen lassen.
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Ein Screening auf Lungenkarzinom, das in einer nicht vorselektierten allgemeinen
Population, zu jeder Zeit, unabhangig von vorheriger Nahrungsaufnahme, Tabakkonsum
oder dhnlichem durchgefiihrt werden koénnte, ist zur Prognoseverbesserung von Patienten
dringend notwendig. Idealerweise sollte ein Test entwickelt werden, der sich in jeder
einfachen Hausarztpraxis, also ohne groBen Aufwand, ohne umfangreiche Vorbereitung und
mit geringen finanziellen Mitteln durchflihren lasst. Aufgrund der grofStenteils ermutigenden
Ergebnisse der oben genannten Studien scheint ein vielversprechender Ansatz zum
Erreichen dieses Zieles ein Test zu sein, der analog der olfaktorischen Fahigkeiten von
Spirhunden VOCs bei Lungenkarzinompatienten nachweisen kann. Ein solcher Test setzt
voraus, dass Spilrhunde tatsidchlich Lungenkarzinompatienten in der oben beschriebenen
Population mit zufriedenstellender Sensitivitat und Spezifitat identifizieren kénnen.

Es ergab sich fir diese Studie daher die Frage, ob ein konditionierter Spiirhund Atem- sowie
Urinproben von Patienten eines kommunalen Krankenhauses, die in Bezug auf Rauch-,
Essens- oder sonstigen Gewohnheiten nicht vorselektiert wurden, mit einer
zufriedenstellenden Sensitivitat und Spezifitat als Karzinom- oder Kontrollproben

identifizieren kann?
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Es wurde eine prospektive klinische Studie mit insgesamt 432 Patienten durchgefiihrt. Der
Ethikantrag wurde an die Ethikkomission der Landesarztekammer Hessen gestellt und durch
sie freigegeben (Projektnummer FF20/2016). Der Ethikantrag ist im Anhang (Seite 100) zu
finden.

Die Studie wurde von der Medizinischen Klinik 1 der Klinikum Darmstadt GmbH unter der

Leitung von Prof. Dr. zusammen mit Dr, -----------m-m-m-—- und Doktorandin

Charlotte Feil sowie mithilfe von Prof. Dr. ------------------- aus dem DKFZ Heidelberg geplant,
organisiert, durchgefiihrt und archiviert.

Es wurden insgesamt 864 Urin- und 864 Atemproben gesammelt, namlich pro Patient je zwei
Proben einer Art. Die Studie gliederte sich in eine Konditionierungsphase und eine
Studienphase, wobei die Proben von n = 186 Patienten zur Konditionierung verwendet
wurden und die Proben von n = 246 Patienten in der Studienphase verwendet wurden. Je
eine Urin- und eine Atemprobe eines jeden Patienten wurden zur massenspektroskopischen
Analyse am DKFZ Heidelberg im Anschluss an die hier beschriebene Studie aufbewahrt,
deren Analyse kein Teil dieser Dissertationsarbeit ist.

Die Patienten wurden in zwei Patientengruppen aufgeteilt: Patienten mit bekanntem oder
vermutetem Lungenkarzinom (= Karzinomkollektiv) und Patienten, die zum Zeitpunkt der
Aufnahme in die Studie nicht an einer Tumorerkrankung litten und auch bis zum Zeitpunkt

der Aufnahme in die Studie keine Tumoranamnese vorwiesen (= Kontrollkollektiv).

3.2 Studienteilnehmer

Die Studienteilnehmer waren

1) Patienten der Medizinischen Kliniken | - IV der Klinikum Darmstadt GmbH

2) Patienten des Lungenzentrums Darmstadt (Pneumologische Praxis

3) Freiwillige gesunde Personen, die sich im Studienlabor der Medizinischen Klinik Il der

Klinikum Darmstadt GmbH vorstellten
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Alle Studienteilnehmer wurden im Zeitraum vom 19.05.2016 bis 08.08.2017 in die Studie

inkludiert und durch folgende Ein- und Ausschlusskriterien in die Kollektive ,Karzinom* und

,Kontrolle” eingeteilt:

Kollektiv ,,Karzinom* (n = 77)

Kollektiv ,,Kontrolle” (n = 355)

Einschlusskriterien

e einwilligungsfahig
e 45.-80. Lebensjahr
e Histologisch gesichertes

Lungenkarzinom

e einwilligungsfahig
e 45.-80. Lebensjahr
e unauffdllige kardiopulmonale

Auskultation

Ausschlusskriterien

e Komplette Remission des
Lungenkarzinoms

e Andere maligne Erkrankung
aktuell oder wahrend der
vergangenen funf Jahre

e Tumore, die sich nicht auf das
Bronchialgewebe, sondern auf
andere lungennahe Gewebe
beziehen (z.B.
Pleurakarzinome)

e Tumore der Lunge, die eine
Metastase eines anderen

Tumors sind

e Tumoranamnese

Tabelle 2: Ein- und Ausschlusskriterien fiir alle Patienten in Konditionierungs- und Studienphase fiir Kollektiv ,,Karzinom" und

Kollektiv ,,Kontrolle"
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Je nach Kollektiv wurden folgende Daten der Studienteilnehmer erfasst:

Kollektiv ,,Karzinom*

Kollektiv ,,Kontrolle”

Gemeinsame Daten

e Name

e Alter

e Geschlecht

e Rauchverhalten (ja/nein)

e Alkoholverzehr (RegelmaRig ja/nein)

e Harnwegsinfekt zum Zeitpunkt

Probenabgabe (ja/nein)

der

Spezielle Daten

FEV1

Tumormarker CEA,
CYFRA 21-1, NSE
Ergebnis CT-Thorax
(auffallig/ unauffallig)
Ergebnis Bronchoskopie
(auffallig/ unauffallig)
Ergebnis Pathologie
(auffallig/ unauffallig)
Art des
Lungenkarzinoms (SCLC/
NSCLC mit
Untergruppen/ andere)

TNM-Klassifikation

Tabelle 3: Erfasste Daten beider Kollektive

Allen Studienteilnehmern wurde ein Informationsblatt ausgehandigt, das die wesentlichen
Informationen zur Studie, deren Ablauf sowie den Ablauf der Probensammlung beinhaltete

(siehe Informationsblatt des Ethikantrags im Anhang). Die Studienteilnehmer wurden analog

der Vorgaben der Ethikkomission informiert und Uber die Teilnahme aufgeklart. Nach

adaquater Bedenkzeit

leisteten die Studienteilnehmer

eine Unterschrift auf der

Studienaufklarung und der Datenschutzerklarung, welche im Studienlabor der Medizinischen

Klinik 1l der Klinikum Darmstadt GmbH aufgehoben wurden.
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Entsprechend den Vorgaben der Good Scientific Practice werden die Daten fir 10 Jahre nach
Studienende gespeichert. Die Klinikum Darmstadt GmbH wird die Daten verwalten und sie

nach Ablauf dieser Aufbewahrungspflicht |6schen.

3.3 Durchgefiihrte Untersuchungen im Kollektiv ,,Karzinom“

3.3.1 Lungenfunktionspriifung

Die Lungenfunktionsprifung wurde direkt in der Klinikum Darmstadt GmbH weniger als fiinf
Tage vor der Bronchoskopie durchgefiihrt an einem Bodyplethysmographen ,,MasterScreen
Body“ der Firma ,Jaeger GmbH“ (Hochberg, Deutschland, nun Firma , Carefusion Germany
GmbH*).

Fir die Studie wurde lediglich der Wert der Einsekundenkapazitdt (FEV1) aufgenommen.
Dieser wurde im Befund der Lungenfunktionsprifung als Prozentwert vom Sollwert
aufgefihrt und genauso in das Datenprotokoll aufgenommen.

Hierbei wurde entsprechend der AWMF-Leitlinie zur Spirometrie (86) eine FEV1 > 60 % vom
Sollwert als leichte Obstruktion, eine FEV1 von 40 — 60 % des Sollwerts als mittelschwere
Obstruktion und eine FEV1 < 40 % des Sollwerts als schwere Obstruktion definiert. Als

normale FEV1 galt eine FEV1 von > 80 % des Sollwerts.

3.3.2 Bronchoskopie

Alle Bronchoskopien wurden an der Klinikum Darmstadt GmbH als starre Bronchoskopien

von einem der folgenden Untersucher durchgefiihrt: oder Dr. med. --------
Die Untersuchungen wurden mithilfe eines starren Bronchoskops der Firma ,Karl Storz SE &
Co. KG“ (Tuttlingen, Deutschland) mit einem Durchmesser von 12 mm und einer Ldnge von
33 cm durchgefiihrt sowie einer passenden Lichtquelle, ebenfalls von der Firma Karl Storz SE
& Co. KG.

Alle Bronchoskopien wurden unter Sedierung mittels Propofol durchgefiihrt.

Im Datenprotokoll wurde eine Bronchoskopie als auffallig bzw. unauffillig in Bezug auf ein
vermutetes Lungenkarzinom bewertet, wenn die Untersucher in der Bronchoskopie direkte
oder indirekte Tumorzeichen darstellen konnten.

Hierbei versteht man unter einem direkten Tumorzeichen ein exophytisches Wachstum in

den Bronchus hinein und unter indirekten Tumorzeichen entweder eine Komprimierung
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eines Bronchus von aullen oder eine Schleimhauthypertrophie. Beide indirekten
Tumorzeichen kénnten von einem Lungenkarzinom hervorgerufen werden, aber durchaus
auch beispielsweise im Rahmen einer Pneumonie auftreten.

Bronchoskopien, bei denen weder indirekte noch direkte Tumorzeichen aufgefunden

wurden, wurden im Datenprotokoll als unauffallig aufgefihrt.

Bei jeder Bronchoskopie wurden Gewebeproben entnommen in Form von Stanzbiopsien des
Lungengewebes und der angrenzenden Lymphknoten, sowie eine Splilzytologie.
Des Weiteren wurde die lokale Lymphknotensituation und gegebenenfalls die Ausbreitung

des Primartumors mithilfe eines EBUS bewertet.

3.3.3 Pathologie und Zytologie

Alle Gewebeproben wurden im MVZ Pathologie der Klinikum Darmstadt GmbH (Leitung: -----
—————————————————— ) untersucht und befundet.

Wenn es in den Gewebeproben keinen Anhalt fiir eine Malignitat gab, so wurde die
Pathologie im Datenprotokoll als ,,unauffallig” aufgefiihrt. Dies schliel3t allerdings nicht aus,
dass der Patient nicht trotzdem im Kollektiv ,, Karzinom“ verblieb — sofern eine Gewebeprobe
einer Metastase das Vorliegen eines Lungenkarzinoms bewies, eine beweisende CT-
gesteuerte Punktion vorgenommen wurde oder das Lungenkarzinom durch eine Operation
bestatigt wurde.

Wenn es in den Gewebeproben einen Anhalt fiir eine Malignitat gab, so wurde im
Datenprotokoll die Art des Lungenkarzinoms aufgenommen. Ebenso wurde bei der
histologischen Sicherung der Diagnose eines Lungenkarzinoms auf einem der oben

beschriebenen anderen Wege verfahren.

Unterschieden wurde zwischen SCLC und NSCLC. Die Gruppe der NSCLC wurde auBerdem
unterteilt in Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome und groRRzellige Karzinome. Andere
Arten von NSCLC, wie beispielsweise das Karzinoid oder das adenosquamdse Karzinom,

wurden wahrend der Studie nicht aufgefunden und daher auch nicht beriicksichtigt.

334 CT
Alle Patienten mit gesichertem Lungenkarzinom erhielten eine CT-Thorax an der Klinikum

Darmstadt GmbH. Dort wurden die Modelle der Firma , Toshiba Medical Systems GmbH"
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(Neuss, Deutschland, nun ,Canon Medical Systems Corporation”) ,Prime Aquilion” und

L»Aquilion” verwendet.

Alle CTs wurden in der Radiologie des Krankenhauses befundet (Leitung:

Die CT wurde im Datenprotokoll als pathologisch dokumentiert, sofern sich ein Malignom-
suspekter Rundherd oder eine Malignom-suspekte Raumforderung darstellte.
In allen anderen Fallen wurde die CT als nicht hinweisend auf ein Lungenkarzinom und damit

im Rahmen der Studie als unauffallig dokumentiert.

3.3.5 Tumormarker

Weniger als fiinf Tage vor der Bronchoskopie wurden bei der routinemafigen Blutentnahme
zusatzlich die Tumormarker CEA, CYFRA 21-1 und NSE bestimmt.

Die Bestimmung erfolgte im Zentrallabor der Klinikum Darmstadt GmbH (Leitung: --------------
).

In diesem Labor gelten folgende Referenzwerte:

- CEA:<5ng/ml
- CYFRA 21-1:< 3,3 ng/ml
- NSE:0,5-17,0 pg/I

Alle von den Referenzwerten abweichenden Werte wurden im Datenprotokoll als

pathologisch geflihrt.

3.4 Proben

3.4.1 Probenaufbau

3.4.1.1 Urinproben

Fir die Urinsammlung durch die Patienten wurden herkdmmliche 125 ml-Urinbecher
verwendet, die finale Lagerung erfolgte in 8,5 ml-Urin-Monovetten der Firma SARSTEDT AG
& Co. (Sarstedtstr.1, 51588 Numbrecht, Deutschland).
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3.4.1.2 Atemproben

Die Atemproberohrchen wurden im Rahmen der Studie durch die Doktorandin selbst
hergestellt. Die Art der Herstellung wurde angelehnt an jene Proben, die in der Studie von
Ehmann et al. (83) genutzt wurden. Eine Ubersicht (iber das verwendete Material bietet
Tabelle 4.

Es wurden bei der Firma Galner Glastechnik GmbH (HaderunstraBe 4, 81375 Miinchen)
Glasréhrchen von 120 mm Lange, einer Glasdicke von 1,8 mm und einem Durchmesser von
22 mm bestellt sowie pro R6hrchen zwei Silikonstopfen der Grofle 17 mm x 23 mm x 30 mm.
Die Probenrbhrchen wurden mit Polypropylenwatte der Firma Asota Ges.m.b.H.
(SchachenmayerstraRe 22, A-4021 Linz, Osterreich) gefiillt. Die Polypropylenwatte wurde
durch die Firma Asota Ges.m.b.H. direkt nach ihrer Herstellung an die Firma CHT BEZEMA,
CHT R.BREITLICH GmbH geschickt (BismarckstraBe 102, 72072 Tibingen). Dort wurde die
eine Halfte der Polypropylenwatte hydrophil und die andere Halfte hydrophob silikonisiert.
AnschlieBend wurde die Polypropylenwatte in je 2,5 cm x 6 cm groRe Streifen geschnitten
(Abbildung 6) und je ein Streifen hydrophiler Watte sowie ein Streifen hydrophober Watte
unter keimarmen und geruchsneutralen Bedingungen in je ein Glasrohrchen gesteckt
(Abbildung 7). Dieses wurde anschlieBend durch Gummistopfen an beiden Seiten luft- und
geruchsdicht verschlossen (Abbildung 8).

Die Atemproben wurden ausschlieBlich im Studienlabor der Medizinischen Klinik 1l der
Klinikum Darmstadt GmbH (Raum U1.081, Gebdude 6, Grafenstralle 9, 64283 Darmstadt)
und ausschlieBlich durch die Doktorandin hergestellt, um eine Geruchskontamination der
Proben zu vermeiden und eine Einheitlichkeit zu gewahrleisten.

Um moglichst geruchsneutrale und keimarme Bedingungen zu schaffen, wurden folgende
Malnahmen ergriffen: Die Arbeitsflaiche wurde mit Tlichern (,,Cleanisept Wipes“) der Firma
,Dr. Schumacher GmbH” (Am Roggenfeld 3, 34323 Malsfeld, Deutschland) gereinigt und
desinfiziert. AnschlieBend wurde sie mit Moltex-Tlichern abgedeckt (Unterlage Kranken-
Molinea Plus 40 x 60 cm). Wahrend der Herstellung der Proben wurden aseptische

Handschuhe, ein Mundschutz, eine OP-Haube sowie ein steriler Kittel getragen.
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Material Firma
Glasrohrchen mit GalRner Glastechnik GmbH
Gummistopfen

Polypropylenwatte Asota Ges.m.b.H.

Silikonisierung  der CHT BEZEMA CHT R. BREITLICH
Watte

Tabelle 4: Liste des fiir die Atemproben verwendeten Materials

Abbildung 6: 2,5 cm x 6 cm grofSe Polypropylenwattestreifen
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Miinchen, Deutschland
Schachenmayerstralie
4021 Linz, Osterreich
Bismarckstrale 102,

Tlbingen, Deutschland

81375
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72072



e S SRR v

Abbildung 8: Fertiges Atemproberéhrchen
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3.4.2 Probenentnahme

Es wurden von jedem Patienten zwei Urin- und zwei Atemproben asserviert. Fir die
vorliegende Dissertationsarbeit wurden hiervon nur je eine Urin- und eine Atemprobe jedes
Patienten verwendet. Die jeweils andere Probe wurde fiir eine weitergehende Studie zur

massenspektroskopischen Identifikation von VOC am DKFZ Heidelberg bestimmt.

Zur Gewinnung der Urinproben wurde den Patienten ein Urinbecher gereicht, den sie
selbststdndig mit Spontanurin befiillten und anschlieRend dem Studienteam abgaben.
AnschlieBend wurden zwei 8,5 ml-Monovetten Urin durch das Studienteam abgezogen und
der Rest des Urins verworfen.

Es wurde bewusst darauf verzichtet, den Urin als Mittelstrahlurin oder als ersten
Morgenurin abzunehmen, um — wie oben beschrieben — die Fahigkeiten des Splirhundes in

einer moglichst wenig vorselektierten Population zu testen.

Die Atemproben wurden unter Anweisung und Aufsicht eines Mitglieds des Studienteams
gewonnen. Hierzu wurden stets aseptische Handschuhe beim Umgang mit den
Probenrohrchen getragen, um eine Geruchskontamination durch ein Mitglied des
Studienteams zu vermeiden.

Zundchst wurden die Gummistopfen auf beiden Seiten der Glasréhrchen abgenommen.
AnschlieBend wurde das Probenréhrchen dem Probanden angereicht, und er wurde gebeten
tief einzuatmen, dann das Rohrchen an den Mund zu nehmen, mit den Lippen zu
umschlieBen und anschliefend moglichst lange durch das Probenrdhrchen auszuatmen
(Abbildung 9).

Hierbei wurde darauf geachtet, dass der Proband nicht forciert durch das Probenréhrchen
ausatmet, damit wdhrend des Ausatmens nicht die Watte aus dem Probenréhrchen
gepustet wurde.

Wenn es nicht gelang, dass das Probenréhrchen sowohl vor als auch hinter der Watte durch
die Atemluft einer Exspiration beschlug, so wurde der Proband gebeten, das Prozedere zu
wiederholen und erneut in das Probenréhrchen auszuatmen — so lange, bis genligend Atem
die Watte durchstromt hatte, damit das Glas auch hinter der Watte beschlug. Es wurde also
nicht von jedem Patienten eine bestimmte, gleich lange Zeit durch das Probenréhrchen

ausgeatmet, sondern es wurde vielmehr darauf geachtet, dass das R6hrchen mit geniigend
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Atemluft durchstromt wurde, indem die Atemluft das Probenréhrchen auf vollstandiger
Lange zum Beschlagen bringt.
Am Ende der Probenabgabe wurde das Glasréhrchen wieder durch die Gummistopfen an

beiden Seiten luftdicht verschlossen.

Abbildung 9: Darstellung der Handhabung der Atemproberéhrchen bei der Abgabe der Atemproben

3.4.3 Probenbeschriftung

Die Proben wurden direkt nach der Entnahme pseudonymisiert.

Auf allen Proben wurden ein Buchstabe und eine Zahl vermerkt. Die Urinproben wurden mit
den Buchstaben ,UL“ fir ,urine lung” beschriftet, die Atemproben mit einem ,B“ fir
,breath”. Den Buchstaben wurde eine Zahl angehangt, mit der die Proben durchnummeriert
wurden.

Alle vier Proben eines Probanden erhielten demnach die gleiche Zahl, unterschieden sich

jedoch je nach Probenart durch die Buchstaben.

Beispiel: Die Urinproben des 100. Probandes der Studie wurden mit ,,UL100“ beschriftet, die

Atemproben desselben Probandes mit ,,B100“.

Die Zuordnung der pseudonymisierten Codes zu einem Patientennamen wurde in einer
separaten Tabelle des Computers im Studienlabor der Medizinischen Klinik Il gesichert, auf

die ausschlief3lich und Frau Feil Zugriff haben und welche der arztlichen
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Schweigepflicht unterliegt. Sie wird nicht an Dritte weitergegeben und nach 10 Jahren

geloscht.

3.4.4 Probenlagerung

Alle Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme im Studienlabor in einem
Kryokonservierer des Modells ,, Thermo Herafreeze HFU300T“ der Firma Thermo Fisher
Scientific (275 Aiken Road, Asheville, NC 28804, United States) auf - 80° C nach Proben
geordnet gelagert: Urin- und Atemproben wurden in getrennten Fachern aufbewahrt und

Karzinom- und Kontrollproben ebenfalls getrennt voneinander.

Die Proben wurden bis zu dem Zeitpunkt des Transports an das DKFZ bzw. in das

Hundezentrum ------------------- in dem Kryokonservierer gelagert.

3.4.5 Probentransport

Die Proben, die fir die Hunde bestimmt waren, wurden unter Raumtemperatur in das

Hundezentrum nach transportiert (

Jeder Transport zu den Hunden wurde durch die Firma durchgefihrt (-------

)

Wahrend der Konditionierungsphase wurden zwei Transporte durchgefihrt (am 07.11.2016

und am 19.12.2016) und wahrend des Studienphase weitere zwei Transporte (08.06.2017
und 09.08.2017).

Die Proben, die fiir das DKFZ bestimmt waren, wurden mithilfe von Trockeneis transportiert,

da sie im DKFZ ebenfalls auf -80° C bis zu ihrer Auswertung gekihlt wurden.

Das Trockeneis wurde bei der Firma bestellt (

———————————————— . Der Transport wurde wiederum durch die Firma durchgefihrt

(Adresse s.0.).

Der erste Transport fand am 27.07.2017 statt, der zweite Transport am 14.05.2018.
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3.5 Spirhund

3.5.1 Rasse

Abbildung 10: Spiirhund "Annie"

Die Proben wurden von einem zum Zeitpunkt der Probenpradsentation sieben Jahre alten
Hund der Rasse ,Golden Retriever” bewertet (Abbildung 10). Der Hund wird als Haustier
gehalten, wurde allerdings schon vorher bereits auf die Erkennung von bestimmten
Gerlchen konditioniert. Dies geschah sowohl im privaten Bereich zur Erziehung des Hundes,
als auch im professionellen/hundesportlichen Bereich im Rahmen von Meisterschaften, bei
denen der Hund bestimmte Geriiche in immer kleineren Dosierungen, wie beispielsweise

Kamillentee, Zimt oder Kaffee erkennen musste.

3.6 Prasentation der Proben

Zur Prasentation der Proben wurde der Deckel der Urinproberéhrchen bzw. ein
Gummistopfen an einem Ende der Atemproberdhrchen abgenommen; das andere Ende
blieb verschlossen.

Auf jedes Probenréhrchen wurde ein Trichter gesetzt, der nur einmal verwendet wurde.
Dadurch war gewahrleistet, dass ein Hund mit seiner Schnauze nur den Trichter, nicht aber
das Probenrdhrchen beriihrt — eine Probe also nicht verunreinigt wird.

AnschlieBend wurden die prasentierten Proben in eine Edelstahlvorrichtung gesetzt, sodass
der Hund im Stehen an den Proben schniffeln konnte (Abbildung 11). Die Vorrichtungen fir
die einzelnen Proben wurden in einem ausreichenden Abstand angeordnet, um sicher zu

gehen, dass der Hund immer nur eine Probe bewertet.
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Die Proben wurden nur mit aseptischen Handschuhen angefasst, um auch hier eine
Geruchskontamination zu vermeiden und dariiber hinaus das Team vor einer Kontamination
mit potenziell infektiosem Material zu schitzen.

Urinproben und Atemproben wurden stets nur unter ihresgleichen prasentiert, eine
Vermischung beider Probenarten fand weder in der Konditionierungs- noch in der

Studienphase statt.

Abbildung 11: Probenvorrichtung

3.6.1 Konditionerungsphase

Die Konditionierungsphase wurde in zwei Phasen gegliedert und erstreckte sich liber ein
Jahr. Der Hund lebte wahrend der Konditionierungs- und wahrend der Studienphase in
seinem Ublichen Zuhause, in diesem Fall also gemeinsam mit seiner Hundeflihrerin.
Wahrend der Konditionierungsphase wurde er im Durchschnitt ein- bis zweimal wochentlich
mittels der ,Clicker-Methode” mit positiver Verstarkung durch Futterung (klassische
Konditionierung) am Geruchstrager konditioniert. Die Konditionierung fand dabei bewusst
nicht immer am gleichen Tag oder zur gleichen Tageszeit statt. AuRerdem konnte sich der
Hund hierbei immer frei bewegen, wurde also nicht an der Leine gefiihrt.

Dabei wurde der Hund so konditioniert, dass die Nase an einem Einmal-Trichter, der auf dem
Geruchstrager befestigt war, verharrte und lber die sogenannte ,Schniffelatmung” (bis zu
300 Atemziige pro Minute) den Geruch der Geruchsprobe aufnahm, sodass er den ,Geruch

von Lungenkarzinomen” erlernen konnte.

Wahrend der ersten Phase wurde der Hund ausschlieBlich auf die Erkennung von
Karzinomproben konditioniert, woflir dem Hund zwanzig Karzinomproben (je 20 Urin- und
20 Atemproben) zur Verfiigung standen. Die Proben wahrend der Konditionierungsphase

wurden aufgrund der geringen Probenanzahl dem Hund auch mehrmals prasentiert.
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Die Erkennung einer Karzinomprobe wurde durch die Ausfiihrung eines ,Clicks” der
Hundfuhrerin als positive Verstarkung des unkonditionierten Verhaltens angezeigt. Zunachst
schloss sich zur Konditionierung des Clicks als positive Verstarkung jedem Click die Fltterung
einer kleinen Belohnung an, damit der Hund zunachst eine ihm bekannte Belohnung fiir sein
richtiges Verhalten erhielt. Als richtiges Verhalten wurde hierbei das Verweilen des Hundes

mit seiner Schnauze in dem Trichter konditioniert.

In der zweiten Phase wurden dem Hund zunehmend mehr Kontrollproben zusatzlich zu einer
Karzinomprobe prasentiert, bis letztendlich — so wie fur die Studienphase vorgesehen — flinf

Kontrollproben und eine Karzinomprobe gemeinsam prasentiert wurden.

Alle gerade nicht genutzten Proben wurden in einem herkdmmlichen Gefrierschrank auf
-20° C gekiihlt, bis sie dem Hund prasentiert wurden.

Insgesamt wurden 36 Karzinomproben sowie 150 Kontrollproben (je Probenart) zur
Konditionierung der Hunde eingesetzt.

Am Ende der Konditionierungsphase wurden diese Proben vernichtet.

3.6.2 Studienphase

Die Studienphase fand in den R3aumlichkeiten des Hundetrainingszentrums ------------------

statt ( ). Bis zu ihrer Prasentation wurden dort alle Proben bei -
20°C in dem identischen Gefrierschrank gelagert wie zuvor die Konditionierungsproben.

In der Studienphase wurde jede Probe nur ein einziges Mal prasentiert und bewertet. Die
Position der Karzinomprobe wurde randomisiert, indem mit einem Wirfel vor jedem
Durchgang eine Position zwischen 1 bis 6 gewiirfelt wurde.

Das Wiirfeln der Position wurde in einem separaten Raum durch eine zweite Person
durchgefiihrt, die auch die Proben in der Vorrichtung platzierte — die Karzinomprobe an die
gewdrfelte Position und die Kontrollproben an alle Gbrigen Positionen. Nach der Platzierung
der Proben verlieR diese Person den Raum, konnte den Hund also bei seiner anschlieRenden
Bewertung der Proben nicht beobachten. Die Studienphase fand also unter Verblindung von

Hund und Hundefihrerin statt.
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Sobald alle Proben angeordnet waren und die Person den Raum verlassen hatte, durften
Hund und Hundefiihrerin den Raum betreten und der Hund die Proben bewerten. Der Hund
wurde hierbei nicht an der Leine gefiihrt.

Wenn der Hund an einer Probe mit seiner Schnauze mehr als 5 Sekunden verharrte, erklarte
die Hundefiihrerin durch das Wort ,Anzeige” den Durchgang fir beendet und rief der
zweiten Person die Position der Probe zu, die der Hund als Karzinomprobe identifiziert hatte.
Die zweite Person beurteilte und dokumentierte so, ob der Hund die richtige Probe als
Karzinomprobe identifiziert hatte, jedoch ohne den Hund und sein Verhalten sehen zu
konnen. Das jeweilige Ergebnis des Hundes wurde zugeordnet zu dem Pseudonym der Probe
in einer Excel-Tabelle dokumentiert.

Sofern der Hund die richtige Probe als Karzinomprobe identifiziert hatte, wurde ihm dies —
wie in der Konditionierungsphase erlernt — mit einem Click angezeigt. Flr einen Durchgang,
also fir die Bewertung von sechs Proben, bendétigte der Hund im Durchschnitt ca. 10

Sekunden.

Insgesamt wurden wahrend der Studienphase pro Probenart je 41 Karzinomproben und 205
Kontrollproben bewertet. Die Proben der Studienphase stammten von Probanden, die nicht
an der Konditionierungsphase teilgenommen hatten. Damit sollte sichergestellt werden,
dass der Hund den typischen ,Karzinomgeruch” richtig identifiziert und nicht den Geruch
einer bereits bekannten Probe wiedererkennt.

Alle Proben, die wahrend der Studienphase verwendet wurden, wurden sofort nachdem der

Hund sie bewertet hatte umgehend vernichtet.

3.7 Auswertung der Ergebnisse

Es wurde eine zentrale Tabelle in Excel 2010 mit allen Daten der Probanden im Studienlabor
der Medizinischen Klinik Il der Klinikum Darmstadt GmbH gefiihrt (Grafenstralle 9, 64283
Darmstadt, Gebdude 6, Raum U1.081).

Zur Dokumentation der Ergebnisse der Hunde wurde mit Excel 2010 zundchst eine Tabelle

durch die Firma angelegt, die nur die zu bewertenden Probenpseudonyme
sowie eine Spalte fiir das Ergebnis der Hundeschniiffelei beinhaltete. AnschlieRend wurden
die Ergebnisse dieser Tabelle in die zentrale Tabelle des Studienlabors der Medizinischen

Klinik Il der Klinikum Darmstadt GmbH implementiert.

46



Auf die zentrale Tabelle hatten ausschlieRlich und Frau Feil Zugriff.

Die statistische Auswertung wurde mit Unterstltzung von Frau des
IMBEI Mainz (Institut fir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik, Obere
Zahlbacher Str. 69, 55131 Mainz) mit IBM SPSS Statistics Version 23 durchgefihrt.

Hierbei wurden alle bewerteten Variablen bis auf das Alter auf eine Nominalskalierung
reduziert.

Zur Beurteilung der statistischen Signifikanzen wurden Berechnungen mittels Chi-Quadrat
Test nach Pearson, sowie mittels exaktem Test nach Fisher durchgefiihrt. Als statistisch
signifikant wurden im Rahmen der Auswertung Ergebnisse gewertet, bei denen der p-Wert
< 0,05 lag.

Die Beurteilung des Einflusses von Rauchstatus oder Zuordnung zu einem Kollektiv der
Studie wurde (iber eine logistische Regressionsanalyse durchgefiihrt. Auch hier galt das
gleiche Signifikanzniveau. Eine Korrektur fir multiples Testen wurde nicht vorgenommen, so
dass das Signifikanzniveau nur lokal fir die einzelnen Tests eingehalten wird.

Patienten, bei denen Werte als fehlend eingetragen waren, wurden fir statistische

Berechnungen exkludiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Darstellung des Konditionierungskollektivs

Fir die Konditionierungsphase wurden von insgesamt 186 Patienten Urin- und Atemproben
gesammelt. Hiervon wurden n = 36 Patienten in das Karzinomkollektiv, und n = 150
Patienten in das Kontrollkollektiv eingeteilt, wobei die Einteilung gemaR der in Kapitel 3.2
aufgefiihrten Kriterien erfolgte.

Der Altersdurchschnitt lag zum Zeitpunkt der Probenentnahme bei 63,65 Jahren und lag in
der Karzinomgruppe etwas hoher (im Durchschnitt 66,72 Jahre) als in der Kontrollgruppe (im
Durchschnitt 62,91 Jahre) (Tabelle 9).

In der Kontrollgruppe zeigte sich eine Geschlechtsverteilung von 74 Frauen (49,3 %) zu 76
Mannern (50,6 %), in der Karzinomgruppe von 17 Frauen (47,2 %) zu 19 Mannern (52,7 %);
die Geschlechtsverteilung war somit in beiden Gruppen annahernd gleich (p = 0,820)
(Abbildung 12).

Der Anteil an Nichtrauchern zu Rauchern unterschied sich im Kontroll- und im
Karzinomkollektiv (p = 0,010), und war im Kontrollkollektiv gréBer als im Karzinomkollektiv
(Abbildung 14).

In der Karzinomgruppe fand sich folgende Verteilung der Tumorentitaten: 47,22 %
Adenokarzinome, 30,56 % Plattenepithelkarzinome und 22,22 % SCLC (Abbildung 16).

Am haufigsten war das UICC-Stadium 4 vertreten, gefolgt von UICC-Stadium 3. UICC-Stadium
1 und 2 machten insgesamt nur knapp 25 % aller Karzinomproben der

Konditionierungsphase aus (Abbildung 18).

4.2 Darstellung des Studienkollektivs

In die Studienphase wurden 246 Patienten eingeschlossen, von denen jeweils Atem- und
Urinproben gesammelt wurden und welche nicht bereits in die Konditionierungsphase
eingeschlossen worden waren. Unter den 246 Patienten waren n = 41 Karzinompatienten
und n = 205 Kontrollpatienten. Die Zuordnung in die Kollektive erfolgte nach den im Kapitel
3.2 beschriebenen Kriterien.

Das Durchschnittsalter im Studienkollektiv lag zum Zeitpunkt der Probenentnahme bei 62,36

Jahren, wobei auch im Studienkollektiv das Durchschnittsalter in der Karzinomgruppe héher
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(im Durchschnitt 65,63 Jahre) als in der Kontrollgruppe lag (im Durchschnitt 61,71 Jahre)
(Tabelle 9).

Der Anteil an Mannern und Frauen in Karzinom- und Kontrollkollektiv unterschied sich nicht
signifikant (p = 0,145): im Karzinomkollektiv wurden 29 Manner (70,7 %) und 12 Frauen

(29,3 %) und im Kontrollkollektiv 120 Mé&nner (58,5 %) und 85 Frauen (41,5 %)
eingeschlossen (Abbildung 13). Besonders diskrepant war die Geschlechtsverteilung der

Tumorentitaten Plattenepithel- und Adenokarzinom (Tabelle 5).

Geschlecht
mannlich weiblich Gesamt
Tumorentitdt SCLC 5 5 10
Plattenepithelkarzinom 10 2 12
Adenokarzinom 13 5 18
GroRzelliges Karzinom 1 0 1
Gesamt 29 12 41

Tabelle 5: Verteilung der Geschlechter im Karzinomkollektiv der Studienphase (p = 0,373)

Im Studienkollektiv fanden sich insgesamt 67,1 % Nichtraucher und 32,9 % Raucher. Der
Anteil an Nichtrauchern und Rauchern unterschied sich auch im Studienkollektiv in
Karzinom- und Kontrollkollektiv (p = 0,002); die Diskrepanz der Anzahl an Rauchern und
Nichtrauchern im Kontrollkollektiv war groRer (146 Nichtraucher und 59 Raucher) als im
Karzinomkollektiv (19 Nichtraucher und 22 Raucher) (Abbildung 15).

In Bezug auf die Tumorentitaten lasst sich feststellen, dass Patienten mit einem SCLC den
hochsten Prozentsatz an Rauchern (70 %) aufwiesen (Tabelle 6), wobei der Unterschied an
Rauchern und Nichtrauchern der einzelnen Tumorentitaten sich nicht signifikant unterschied

(p = 0,293).
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Rauchstatus

Nichtraucher Raucher Gesamt
Tumorentitdt SCLC Anzahl 3 7 10
% innerhalb der 30,0% 70,0 % 100,0 %
Tumorentitat
Plattenepithel-  Anzahl 5 7 12
karzinom % innerhalb der 41,7 % 58,3 % 100,0 %
Tumorentitat
Adenokarzinom Anzahl 11 7 18
% innerhalb der 61,1% 38,9 % 100,0 %
Tumorentitat
GroRzelliges Anzahl 0 1 1
Karzinom % innerhalb der 0,0% 100,0 % 100,0 %
Tumorentitat
Gesamt Anzahl 19 22 41
% 46,3 % 53,7 % 100,0 %

Tabelle 6: Rauchstatus pro Tumorentitdt (p = 0,293)

Insgesamt gaben n = 34 von 246 Patienten im Studienkollektiv an, dass sie regelmalig
Alkohol konsumieren (Tabelle 7). Dies entspricht 13,8 %. Der Anteil an Patienten, die
regelmaRig Alkohol konsumierten und der Anteil an jenen, die dies nicht taten unterschied
sich nicht in Karzinom- und Kontrollkollektiv (p = 0,869). Im Kontrollkollektiv gaben 13,7 %

der Patienten an, regelmalig Alkohol zu trinken, wahrend es im Karzinomkollektiv 14,6 %

waren.
kein regelmaRiger RegelmaRiger
Alkoholkonsum Alkoholkonsum Gesamt
Kollektiv Kontrolle (Anzahl/ %) 177/ 86,3 % 28/ 13,7 % 205/ 100 %
Karzinom  (Anzahl/ %) 35/85,4% 6/14,6 % 41/ 100 %
Gesamt (Anzahl/ %) 212/86,2% 34/13,8% 246/ 100 %

Tabelle 7: Angaben zum Alkoholkonsum in der Studienphase (p = 0,869)

2 % aller Patienten des Studienkollektivs hatten zum Zeitpunkt der Probenentnahme einen

gesicherten Harnwegsinfekt (Tabelle 8): Auch hier war die Verteilung in Karzinom- und

Kontrollgruppe nicht signifikant unterschiedlich (p = 0,840).

kein
Harnwegsinfekt Harnwegsinfekt Gesamt
Kollektiv  Kontrolle (Anzahl/%) 201/98,0% 4/2,0% 205/ 100 %
Karzinom (Anzahl/ %) 40/97,6 % 1/2,4% 41/ 100 %
Gesamt (Anzahl/ %) 241/98,0% 5/2,0% 246/ 100 %

Tabelle 8: Harnwegsinfekte bei Patienten der Studienphase (p = 0,840)
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Die Tumorentitaten der Studienphase waren wie folgt verteilt: 18 entsprechend 43,90 %
Adenokarzinome, 12 entsprechend 29,27 % Plattenepithelkarzinome, 10 entsprechend

24,39 % SCLC und eins entsprechend 2,44 % groRzellige Karzinome (Abbildung 17).

Ahnlich wie in der Konditionierungsgruppe befanden sich auch in der Studiengruppe die
meisten Lungenkarzinomerkrankungen im Stadium 4 (53,66 %), gefolgt von Stadium 3

(26,83 %). Karzinomerkrankungen im Stadium 1 waren nur mit 4,88 % vertreten, im Stadium

2 mit 14,63 % (Abbildung 19).
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Kollektiv

Gesamtanzahl Patienten (n)

Geschlechtsverteilung (w/m)

Durchschnittsalter (Jahre)

Raucher/Nichtraucher

Harnwegsinfekt/ kein Harnwegsinfekt

RegelmaRiger Alkoholkonsum ja/nein

Tumorentitaten SCLC

UICC-Stadium

Tabelle 9: Tabellarischer Vergleich der Kollektive in Konditionierungs- und Studienphase

Plattenepithelkarzinom
Adenokarzinom
Grofzelliges Karzinom

Stadium |

Stadium Il

Stadium llI

Stadium IV

Konditionierungsphase (n=186)

Karzinom

36

17/19 2

47,2 % /52,7 %
66,72

17/19 2

47,2 % /52,7 %
1/35 2
28%/97,2%
6/30 2

16,7 % /83,3 %
8 £ 222%
11 £ 30,6 %
17 £ 472 %
3283%

6 £ 16,7%
132 36,1%
14 £ 389%

Kontrolle

150

74 /76 £

49,3 % /50,6 %
62,91

38/112 =&
253%/74,7%
7/143 &
4,7% /95,3 %
15/135 &
10,0 % / 90,0 %
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Studienphase (n=246)

Karzinom

41

12/29 2
29,3% /70,7 %
65,63

22/19 2
53,7%/46,3%
1/40 &
24%/97,6%
6/35 &

14,6 % / 85,4 %

10 £ 24,4 %
12 £ 29,3 %
18 = 43,9 %
1£24%

2 249%

6 £ 146%
11 £ 26,8 %
22 £ 53,7%

Kontrolle

205

85/120 =
41,5 % / 58,5 %
61,71

59 /146 =
28,8% /71,2 %
4/201 &
2,0%/98,0%
28 /177 &
13,7% /86,3 %
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4.4 Ergebnisse der Bronchoskopie

In der Bronchoskopie wurde der Befund von n = 23 von insgesamt 41 Karzinompatienten als
pathologisch eingestuft. Hieraus errechnet sich eine Sensitivitdat von 56,1 %.

Die niedrigste Sensitivitdit erreichte die Bronchoskopie bei der Diagnostik von
Adenokarzinomen (Tabelle 10). Die Unterschiede in der Sensitivitdt der Bronchoskopie in
Bezug auf die einzelnen Tumorentitdten sind nicht statistisch signifikant (p = 0,061).

Die Spezifitat der Methode lasst sich nicht errechnen, da laut Studienprotokoll Patienten des

Kontrollkollektives nicht dieser Untersuchung unterzogen wurden.

Bronchoskopie
unauffallig pathologisch Gesamt

Tumorentitat SCLC Anzahl 3 7 10
% innerhalb der 30,0 % 70,0 % 100,0 %
Tumorentitat
Plattenepithel- Anzahl 3 9 12
karzinom % innerhalb der 25,0 % 75,0 % 100,0 %
Tumorentitat
Adenokarzinom Anzahl 12 6 18
% innerhalb der 66,7 % 33,3% 100,0 %
Tumorentitat
GroRzelliges Karzinom Anzahl 0 1 1
% innerhalb der 0,0 % 100,0 % 100,0 %
Tumorentitat
Gesamt Anzahl 18 23 41
% innerhalb der 43,9 % 56,1 % 100,0 %

Tumorentitat

Tabelle 10: Bronchoskopie-Ergebnisse in Abhdngigkeit der Tumorentitdt (p = 0,061)

4.5 Ergebnisse der CT

Die CT ergab bei allen Karzinompatienten der Studienphase einen pathologischen Befund,
entsprechend einer Sensitivitat von 100 %.

Die Spezifitdt der Detektion von BC in der CT ldsst sich nicht errechnen, da laut

Studienprotokoll bei Patienten des Kontrollkollektives keine CT durchgefiihrt wurde.

4.6 Unterschiede der Lungenfunktion
Laut Studienprotokoll sollte bei allen Karzinompatienten der Wert der FEV1 als Prozentwert

des Sollwertes dokumentiert werden. Wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben, wurden hierbei eine
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FEV1 < 80 % des Sollwertes als leichte Obstruktion, eine FEV1 von 40-60 % des Sollwertes als
mittelschwere Obstruktion und eine FEV1 < 40 % des Sollwertes als schwere Obstruktion
definiert.

Abweichend vom Studienprotokoll konnte bei nur n = 35 der 41 Karzinompatienten die FEV1
ermittelt werden. Der Mittelwert betrug 62,77 %, also im Bereich der leichten Obstruktion,

mit einer Standardabweichung von 23,031 (Tabelle 11).

Std.-
N Minimum Maximum Mittelwert Abweichung  Varianz
FEV1 35 25 113 62,77 23,031 530,417

Tabelle 11: FEV1 der Karzinompatienten im Studienkollektiv

Die meisten Patienten wiesen eine FEV1 einer mittelschweren Obstruktion auf. Bei n =9 von

35 Patienten war die FEV1 nicht pathologisch, sprich > 80 % des Sollwerts.

Die durchschnittliche FEV1 war im UICC-Stadium 4 am schlechtesten mit 60,17 % des
Sollwerts. Die besten FEV1-Werte hatten die Patienten mit einem BC im UICC-Stadium 2
(Tabelle 12; Abbildung 20).

Die einfaktorielle Varianzanalyse ergab fiir den Vergleich der Mittelwerte der FEV1 flr die

einzelnen UICC-Stadien ein nicht signifikantes Ergebnis mit p = 0,849.

N Minimum  Maximum  Mittelwert Median Std.-Abweichung
UICC Stadium 1 2 42 86 64,00 64,00 31,113
UICC Stadium 2 6 36 102 70,17 70,00 22,329
UICC Stadium 3 9 37 113 62,78 54,00 24,758
UICC Stadium 4 18 25 95 60,17 52,00 23,284

Tabelle 12: Werte der FEV1 in unterschiedlichen UICC-Stadien
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Abbildung 20: Vergleich der FEV1-Ergebnisse in unterschiedlichen UICC-Stadien

4.7 Ergebnisse der Tumormarker

Abweichend vom Studienprotokoll wurde bei nur n = 30 von 41 Karzinompatienten
mindestens ein Tumormarker bestimmt. Von diesen n = 30 Patienten war bei 29 Patienten
mindestens ein Tumormarker pathologisch, bei einem Patienten waren alle drei bestimmten
Tumormarker nicht erhoht.

Cyfra 21-1 wurde bei n = 24 Patienten ermittelt, CEA bei n = 26 Patienten und NSE bei n = 29
Patienten. Alle Patienten, bei denen der entsprechende Tumormarker nicht bestimmt
wurde, wurden aus der Statistik exkludiert.

Die hochste Sensitivitat zur Detektion eines BC wurde in dieser Studie bei der Bestimmung
der NSE (93,1 %) erreicht, gefolgt von Cyfra 21-1 (70,8 %) (Tabelle 13).

Die Spezifitat der Bestimmung der Tumormarker lasst sich nicht berechnen, da bei Patienten
des Kontrollkollektivs entsprechend des Studienprotokolls keine Tumormarker bestimmt

wurden.
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normwertig pathologisch

Cyfra 21-1 Anzahl 7 17

(n=24) % innerhalb des 29,2% 70,8 %
Tumormarkers

CEA Anzahl 9 17

(n=26) % innerhalb des 34,6 % 65,4 %
Tumormarkers

NSE Anzahl 2 27

(n=29) % innerhalb des 6,9 % 93,1%
Tumormarkers

Tabelle 13: Ergebnis der Bestimmung der Tumormarker

Das Ergebnis der Bestimmung der Tumormarker die einzelnen Tumorentitaten betrachtend

war in dieser Studie am hdufigsten der Wert der NSE Uber alle Entitdaten hinweg pathologisch

(Abbildung 21).
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Abbildung 21: Pathologische Tumormarker der einzelnen Tumorentitdten

60



4.8 Ergebnisse des Atemtests

Um zu untersuchen, ob das Kollektiv (Karzinompatient oder Kontrollpatient) einen Einfluss
auf die Bewertung der Atemproben durch den Hund hat, wurde eine logistische
Regressionsanalyse durchgefiihrt. Diese ergab einen p-Wert von p < 0,001: Das Ergebnis des
Hundes zwischen den Kollektiven unterscheidet sich statistisch signifikant.

Der konditionierte Hund hat 32 aus 41 Atemproben der Karzinompatienten richtig erkannt.

Hieraus ergibt sich eine Sensitivitat von 78,0 % und eine Spezifitdt von 95,6 % (Tabelle 14).

Ergebnis Atemtest

negativ positiv Gesamt
Kollektiv Kontrolle Anzahl 196 9 205
% innerhalb von Kollektiv 95,6 % 4,4 % 100,0 %
Karzinom Anzahl 9 32 41
% innerhalb von Kollektiv 22,0% 78,0 % 100,0 %

Tabelle 14: Sensitivitdt und Spezifitét der Bewertung der Atemproben (p < 0,001)

Aufgeteilt nach Tumorentitdat konnte die beste Sensitivitat flir das SCLC erreicht werden
(90%) (Tabelle 15). Die Sensitivitdt in der Gruppe der groRzelligen Karzinome wurde
aufgrund der niedrigen Anzahl eingeschlossener Patienten (tatsachlich nur ein Patient) als
nicht verwertbar angesehen.

Fiir das Plattenepithelkarzinom errechnet sich eine Sensitivitdt von 75,0 % bei einer Anzahl
eingeschlossener Patienten von n = 12. Die Sensitivitat flir die Detektion von
Adenokarzinomen betragt 72,2 % bei n = 18 Patienten.

Fiur die Detektion von NSCLCs in der Atemluft errechnet sich eine Sensitivitat von 74,2 % und
fur die Detektion von SCLCs in der Atemluft eine Sensitivitdt von 90 %. Die Unterschiede in
der Sensitivitat zwischen den histologischen Subtypen sind jedoch nicht signifikant

(p=0,710).
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Ergebnis Atemtest
falsch richtig  Gesamt

Tumorentitat SCLC Anzahl 1 9 10
% innerhalb der Entitat 10,0 % 90,0 % 100,0 %
Plattenepithelkarzinom Anzahl 3 9 12
% innerhalb der Entitat 25,0 % 75,0 % 100,0 %
Adenokarzinom Anzahl 5 13 18
% innerhalb der Entitat 27,8 % 72,2 % 100,0 %
Grofzelliges Karzinom  Anzahl 0 1 1

% innerhalb der Entitat 0,0 % 100,0% 100,0 %
Tabelle 15: Sensitivitdt der Bewertung der Atemproben nach Tumorentitdt (p = 0,710)

Die Sensitivitdt des Atemtests betrug im UICC- Stadium 1 100 %. Aufgrund der niedrigen
Fallzahl von n = 2 Patienten in UICC-Stadium 1 wird diese als nicht verwertbar gewertet. Bei
BC anderer UICC-Stadien war die Sensitivitdit grofler, je weiter fortgeschritten die
Karzinomerkrankung war: Die Sensitivitat des Atemtests betrug im UICC-Stadium 2 66,7 %,
im UICC-Stadium 3 72,7 % und im UICC-Stadium 4 81,8 % (Tabelle 16). Die Unterschiede in

der Sensitivitat zwischen den Stadien sind jedoch nicht signifikant (p = 0,793).

Ergebnis Atemtest

falsch richtig Gesamt
Tumorstadium nach 1 Anzahl 0 2 2
uUiccC % innerhalb des Tumorstadiums 0,0% 100,0 % 100,0 %
2 Anzahl 2 4 6

% innerhalb des Tumorstadiums 33,3% 66,7 % 100,0 %

3 Anzahl 3 8 11
% innerhalb des Tumorstadiums 27,3 % 72,7 % 100,0 %

4  Anzahl 4 18 22
% innerhalb des Tumorstadiums 18,2 % 81,8 % 100,0 %

Tabelle 16: Sensitivitdt der Bewertung der Atemproben nach UICC-Stadium (p = 0,793)

Die Sensitivitat bei Karzinompatienten mit einer normwertigen FEV1 lag bei 88,9 %. Bei
Patienten mit schwerer Obstruktion betrug die Sensitivitat 83,3 %. Die niedrigste Sensitivitat
wurde bei leichter Obstruktion erreicht (62,5 %) (Tabelle 17). Die Unterschiede in der
Sensitivitdt des Atemtests in Abhangigkeit der FEV1 sind nicht statistisch signifikant
(p =0,646).

62



Ergebnis Atemtest

falsch richtig Gesamt

FEV1 normwertig Anzahl 1 8 9
% innerhalb der Gruppe 11,1 % 88,9 % 100,0 %

Leichte Obstruktion Anzahl 3 5 8
% innerhalb der Gruppe 37,5% 62,5 % 100,0 %

Mittelschwere Anzahl 3 9 12

Obstruktion % innerhalb der Gruppe 25,0 % 75,0 % 100,0 %

Schwere Anzahl 1 5 6
Obstruktion % innerhalb der Gruppe 16,7 % 83,3% 100,0 %

Tabelle 17: Ergebnis Atemtest in Abhdngigkeit der FEV1 (p = 0,646)

4.8.1 Vergleich der Ergebnisse des Atemtests mit den Bronchoskopieergebnissen

Bezliglich des Bronchoskopiebefundes fand sich kein Unterschied in der Sensitivitat des
Atemtests (p = 0,970).

Bei 77,8 % der BC-Patienten, bei denen die Bronchoskopie unauffallig war, bewertete der
konditionierte Hund die Atemproben positiv.

Bei 22,2 % der BC-Patienten, bei denen die Bronchoskopie unauffallig war, war auch das
Atemtestergebnis des Hundes negativ.

Bei 21,7 % der BC-Patienten, bei denen die Bronchoskopie pathologisch war, bewertete der

Hund die Atemprobe negativ (Tabelle 18).

Ergebnis Atemtest

. . Gesamt
negativ positiv

Bronchoskopie unauffallig Anzahl 4 14 18
% aller unauffalligen 22,2 % 77,8 % 100,0 %
Bronchoskopien
pathologisch  Anzahl 5 18 23
% aller pathologischen 21,7 % 78,3 % 100,0 %
Bronchoskopien
Gesamt Anzahl 9 32 41
% innerhalb von 22,0% 78,0 % 100,0 %

Bronchoskopie
Tabelle 18: Vergleich der Ergebnisse aus Bronchoskopie und Atemtest (p = 0,970)
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4.8.2 Logistische Regressionsanalyse zur Einschatzung des Einflusses von Rauchstatus,
Alkoholkonsum und dem Vorliegen eines Harnwegsinfekts auf die Beurteilung der
Atemproben

Zur Einschatzung des Einflusses des Rauchstatus der Patienten auf das Ergebnis des Hundes

im Atemtest wurde eine logistische Regressionsanalyse durchgefiihrt. Das Ergebnis war mit

einem p-Wert von p = 0,169 nicht signifikant. Aufgrund der niedrigen Fallzahlen von

Patienten mit Harnwegsinfekt und Patienten, die regelmaBig Alkohol konsumieren, wurde

diesbeziiglich keine Regressionsanalyse durchgefihrt.

4.9 Ergebnisse des Urintests

Analog zur Analyse der Atemtest-Ergebnisse wurde eine logistische Regressionsanalyse
durchgefiihrt, um zu prifen, ob das Vorliegen eines BC einen signifikanten Einfluss auf die
Bewertung des Hundes bezliglich der Urinproben hat. Es errechnete sich hierfiir ein p-Wert
von p= 0,006: das Ergebnis des Hundes bei der Bewertung der Urinproben ist statistisch
signifikant.

Der Hund hat 36 aus 41 Urinproben von Karzinompatienten richtig bewertet, woraus sich
eine Sensitivitat von 87,8 % errechnet. Die Spezifitat des Urintests dieser Studie betrug

97,6 %.

Ergebnis Urintest

negativ positiv Gesamt
Kollektiv Kontrolle Anzahl 200 5 205
% innerhalb von Kollektiv 97,6 % 2,4 % 100,0 %
Karzinom Anzahl 5 36 41
% innerhalb von Kollektiv 12,2 % 87,8 % 100,0 %

Tabelle 19: Sensitivitdt und Spezifitét der Bewertung der Urinproben (p < 0,001)

Bezogen auf die Tumorentitat betrug die Sensitivitdt des Urintests beim groRzelligen
Karzinom 100 %, sie wurde jedoch aufgrund der Fallzahl von n = 1 Patient mit groRzelligem
Karzinom als nicht verwertbar betrachtet. Bei der Bewertung von Urinproben von
Plattenepithelkarzinompatienten erreichte der Hund eine Sensitivitdt von 91,7 %, bei der
Bewertung von Urinproben von SCLC-Patienten lag die Sensitivitat bei 90 % und bei der

Bewertung von Urinproben von Adenokarzinompatienten bei 83,3 %. (Tabelle 20).
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Die Sensitivitat der Detektion von SCLC im Urin lag bei 90,0 %, die Sensitivitat der Detektion
von NSCLC im Urin lag bei 87,1 %. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Tumorentitdten
sind jedoch nicht signifikant (p = 0,865).

Ergebnis Urintest
falsch richtig Gesamt

Tumorentitat SCLC Anzahl 1 9 10
% innerhalb der Entitat 10,0 % 90,0% 100,0%

Plattenepithelkarzinom Anzahl 1 11 12

% innerhalb der Entitat 83% 91,7% 100,0%

Adenokarzinem, Anzahl 3 15 18

% innerhalb der Entitat 16,7 % 83,3% 100,0%

GrofRzelliges Karzinom  Anzahl 0 1 1

% innerhalb der Entitat 00% 100,0% 100,0%

Tabelle 20:Sensitivitdt der Bewertung der Urinproben nach Tumorentitét (p = 0,865)

Das Ergebnis des Hundes bei der Beurteilung von Urinproben von Patienten mit einem BC im
UICC-Stadium 1 wurde wie bei den Atemproben bei einer Fallzahl von n = 2 Patienten mit
einem BC in diesem Stadium als nicht verwertbar betrachtet.

Der Hund beurteilte Urinproben von Patienten mit BC im UICC-Stadium 3 mit einer
Sensitivitdit von 100 %. Urinproben von Patienten mit einem BC im UICC-Stadium 4
bewertete der Hund mit einer Sensitivitat 86,4 %, gefolgt von UICC-Stadium 2 mit einer
Sensitivitdt von 83,3 % (Tabelle 21). Die Unterschiede in der Sensitivitait der
unterschiedlichen Stadien sind jedoch nicht signifikant (p = 0,167).

Ergebnis Urintest
falsch richtig Gesamt
Tumorstadium nachUICC 1  Anzahl 1 1 2
% innerhalb des Stadiums 50,0 % 50,0 % 100,0 %

2 Anzahl 1 5 6
% innerhalb des Stadiums 16,7 % 83,3% 100,0 %

3 Anzahl 0 11 11
% innerhalb des Stadiums 0,0 % 100,0% 100,0 %

4  Anzahl 3 19 22
% innerhalb des Stadiums 13,6 % 86,4 % 100,0 %

Tabelle 21: Sensitivitdt der Bewertung der Urinproben nach UICC-Stadium (p = 0,167)
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4.9.1 Vergleich der Ergebnisse des Urintests mit den Bronchoskopieergebnissen

Bezliglich des bronchoskopischen Befunde fand sich kein Unterschied in der Sensitivitat des
Urintests (p = 0,363).

Bei 17 Karzinompatienten (94,4 %), bei denen die Bronchoskopie unauffallig war, war der
Urintest pathologisch. Bei einem BC-Patienten waren sowohl Bronchoskopie unauffallig, als
auch Urintest negativ.

Bei 17,4 % der BC-Patienten, bei denen die Bronchoskopie einen pathologischen Befund
ergab, bewertete der Hund die Urinprobe negativ (Tabelle 22).

Ergebnis Urintest
negativ  positiv Gesamt

Bronchoskopie unauffallig Anzahl 1 17 18
% aller unauffilligen 5,6 % 94,4 % 100,0 %
Bronchoskopien
pathologisch  Anzahl 4 19 23
% aller auffilligen 17,4 % 82,6 % 100,0 %
Bronchoskopien
Gesamt Anzahl 5 36 41
% innerhalb von 12,2 % 87,8 % 100,0 %

Bronchoskopie
Tabelle 22: Vergleich der Ergebnisse aus Bronchoskopie und Urintest (p = 0,363)

4.9.2 Logistische Regressionsanalyse zur Einschatzung des Einflusses von Rauchstatus,
Alkoholkonsum und dem Vorliegen eines Harnwegsinfekts auf die Beurteilung der

Urinproben

Zur Beurteilung des Einflusses des Rauchstatus auf das Ergebnis des Hundes bei der
Bewertung der Urinproben wurde eine logistische Regressionsanalyse durchgefiihrt, die
diesbezlglich kein statistisch signifikantes Ergebnis ergab (p = 0,483).

Aufgrund der niedrigen Fallzahlen an Patienten mit Harnwegsinfekt und Patienten, die
regelmaRig Alkohol konsumieren, wurde eine logistische Regressionsanalyse zur Beurteilung
des Einflusses des Vorliegens eines Harnwegsinfekts oder eines regelmaRigen

Alkoholkonsums auf die Bewertung der Urinproben nicht durchgefiihrt.
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4.10 Vergleich der Ergebnisse von Urin- und Atemtest nach Tumorentitat und UICC-

Stadium

Es konnten gleichviele SCLCs und grof3zellige Karzinome durch den Hund in Urin- und
Atemproben detektiert werden. Plattenepithelkarzinome und Adenokarzinome wurden

durch den Hund nicht signifikant haufiger in Urinproben detektiert (Abbildung 22).

Ergebnis des Hundes in Abhdngigkeit der Tumorentitat

SCLC (n=10) FW 3

o
Grofzelliges Karzinom (n=1) % 1

Plattenepithelkarzinom (n=12) ?’Wfffffffffffffffffffw 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16
% Ergebnis Urintest richtig =, Ergebnis Atemtest richtig

Abbildung 22: Ergebnis des Hundes in Abhéngigkeit der Tumorentitdt

Bei BC in den UICC-Stadien 2-4 detektierte der Hund mehr BC in Urin-, als in Atemproben. BC
im UICC-Stadium 1 wurden hdufiger in Atem- als in Urinproben detektiert bei einer geringen

Fallzahl von n = 2 Patienten mit BC im UICC-Stadium 1 (Abbildung 23).

Ergebnis des Hundes in Abhangigkeit des UICC-Stadiums

uUlCC-Stadium 4 (n=22)
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Abbildung 23: Ergebnis des Hundes in Abhéngigkeit des UICC-Stadiums
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4.11 Vergleich der Sensitivitdit der in dieser Studie angewandten diagnostischen
Methoden in der Bronchialkarzinomdiagnostik (Abbildung 24)

Die CT erreichte in dieser Studie eine Sensitivitdt von 100 %. In der Bronchoskopie konnten

BC mit einer Sensitivitdat von 56,1 % detektiert werden.

Die Sensitivitat der Detektion von BC im Atemtest betrug 78 % wahrend sie im Urintest

87,8 % betrug.

Die Sensitivitat der Bestimmung der NSE betrug 93,1 %, der Bestimmung von Cyfra 21-1

70,8 % und der Bestimmung des CEA 65,4 %.

Ein Vergleich der Spezifitaiten der diagnostischen Methoden konnte nicht durchgefiihrt

werden, da nach dem Studienprotokoll nur im Atem- und Urintest Daten fiir Patienten des

Kontrollkollektiv erhoben wurden.

Vergleich der diagnostischen Methoden beziglich der

Sensitivitat der Detektion eines BC
100
100

90
80

©0
K
il

70

60
50

~
o
[

40
30
20
10

n

o

[
o]
N
[)

N
o))
¥
o

(@]
-

Bronchoskopie  Ergebnis Ergebnis CEA Cyfra 21-1 NSE
Atemtest Urintest

Abbildung 24: Graphische Darstellung des Vergleichs der Sensitivitét der diagnostischen Methoden
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5 Diskussion

5.1 Patientenkollektiv

Die epidemiologischen Daten der S3-Leitlinie zum Lungenkarzinom zeigen ein gering
haufigeres Auftreten des Lungenkarzinoms bei Mannern als bei Frauen (2). Dies bestatigt das
Studienkollektiv mit n = 149 mannlichen und n = 97 weiblichen Patienten.

Das mittlere Erkrankungsalter lag laut Robert Koch-Institut 2016 bei 66 Jahren fiir Manner
und 64 Jahren fiir Frauen, wobei wie in Abbildung 1 (Altersspezifische Erkrankungsraten
nach Geschlecht, Deutschland 2015-2016, siehe Seite 7) dargestellt, die Erkrankungsrate erst
ab der Altersgruppe 35-39 Lebensjahren zunimmt und in der Altersgruppe von 80-84
Lebensjahren ihren Hohepunkt erreicht (1). Dementsprechend wurden die Ein- und
Ausschlusskriterien des Studienkollektivs definiert, um sowohl als Karzinom- als auch als
Kontrollpatienten nur Patienten der Altersgruppe einzuschliefen, in der es zu einem
gehduften Auftreten von Neuerkrankungen an Lungenkarzinomen kommt und welche daher
besonders von einem Screening auf Lungenkarzinome profitieren wiirden. In der
vorliegenden Studie wurden deshalb ausschliefllich Patienten zwischen 45 und 80
Lebensjahren eingeschlossen. Dabei wurde allerdings die Altersgruppe von 80-84
Lebensjahren, in der nach Aussage des Robert Koch-Instituts die meisten Neuerkrankungen
zu finden sind, nur teilweise in die Studie integriert, sodass eine Erweiterung des
Einschlussalters bis einschlieRlich des 85. Lebensjahres genauer die betroffene Altersgruppe
abgedeckt hatte. Das Durchschnittsalter der Patienten im Karzinomkollektiv entspricht
nichtsdestotrotz dem vom Robert Koch-Institut publiziertem Durchschnittsalter von
Lungenkarzinompatienten: Es lag bei den Patienten dieser Studie bei 65,63.

Es wurde bewusst darauf verzichtet, nur Nichtraucher in die Studie einzuschlieen, da ein
Lungenkarzinomscreening fir Nichtraucher ebenso wie fiir Raucher einsetzbar sein musste
und vor allem fiir Raucher eine besondere Bedeutung hatte. Dementsprechend ware ein
schlechteres Detektionsergebnis der Hunde in dieser Studie im Vergleich zu jenen
vorherigen Studien in denen nur Raucher eingeschlossen wurden, ein Widerspruch zum
Einsatz der olfaktorischen Detektion von Lungenkarzinomen als Screeningmethode. Dass der
Rauchstatus die olfaktorische Detektion beeinflussen kdnnte liel’ sich in dieser Studie nicht
nachweisen, wobei die logistische Regressionsanalyse zur Beurteilung des Einflusses des
Tabakkonsums auf die Detektionsfahigkeit der Hunde in dieser Studie ein nicht signifikantes

Ergebnis ergab.
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Da Entziindungen in einem Gewebe ebenfalls zu einer Veranderung der VOC fiihren kénnen
(87), wurde in dieser Studie das Vorhandensein eines Harnwegsinfekts als potentieller
Storfaktor bei der olfaktorischen Detektion der Urinproben angesehen. Aufgrund der
niedrigen Anzahl an Harnwegsinfekten im Studienkollektiv (5 Patienten, entsprechend 2 %
aller Patienten) lasst sich allerdings in dieser Studie keine signifikante Aussage darliber
treffen, ob ein Harnwegsinfekt die Detektion durch Hunde beeinflusst.

Manche Autoren beschreiben, dass die Menge an gel6sten Substraten bzw. VOCs in der
Ausatemluft von den Lungenvolumina abhdngig sei (88). Die FEV1 gibt das Volumen an,
welches forciert in der ersten Sekunde von einem Patienten ausgeatmet werden kann und
lasst daher eine Aussage zu, inwieweit sich das Volumen unterscheidet, welches von
unterschiedlichen Patienten in das Atemproberdohrchen ausgeatmet werden konnte. Um
hierlber eine Aussage treffen zu konnen, wurde in dieser Studie die FEV1 der Patienten im
Karzinomkollektiv dokumentiert. Leider konnte dies — anders als im Studienprotokoll
vorgesehen — nur bei n = 30 der 41 Karzinompatienten ermittelt werden, was die
Beurteilbarkeit des Einflusses der FEV1 in dieser Studie einschrankt.

Es konnte in der vorliegenden Studie allerdings nicht bestatigt werden, dass Hunde Proben
von Patienten, welche durch Obstruktion nur geringere Mengen Luft pro Atemzug in ein
Probenrdhrchen pusten kénnen — also jene mit einer eingeschrankten FEV1 — per se mit
einer schlechteren Sensitivitdt bewerten als jene mit normwertiger FEV1. In dieser Studie
war die Sensitivitat der olfaktorischen Detektion bei Atemproben von Patienten mit
normwertiger FEV1 nur wenig besser als jene bei Atemproben von Patienten mit schwerer
Obstruktion (88,9 % vs. 83,3 %) (Tabelle 17: Ergebnis Atemtest in Abhangigkeit der FEV1).
Allerdings ist einschrankend anzumerken, dass auch hier die niedrige Anzahl an
Karzinompatienten im Studienkollektiv nur eine eingeschrankte Aussagekraft bei einem p-
Wert von p = 0,646 bedingt. Hinzu kommt, dass die meisten Patienten eine mittelschwere
Obstruktion aufwiesen, namlich 12 Patienten und damit doppelt so viele wie jene mit einer
schweren Obstruktion — und hier die Sensitivitdt mit 75,0 % doch deutlich niedriger lag als
bei Patienten mit normwertiger FEV1. Den Einfluss eines niedrigen Flows durch die
Atemproben und eine eventuell dadurch bedingte niedrigere Konzentration an VOCs sollte
jedoch durch massenspektroskopische Analysen evaluiert werden, da die schlechtere

Sensitivitat in diesen Gruppen auch durch andere Einflussfaktoren bedingt sein konnte.
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Obwohl die Bestimmung der Tumormarker laut aktueller S3-Leitlinie (2) weder zum
Screening auf das Lungenkarzinom noch zur Primar- oder Rezidivdiagnostik routinemaRig
durchgefiihrt werden soll, wurde sie zum Vergleich der diagnostischen Maglichkeiten bei
allen BC-Patienten dieser Studie bestimmt. Leider wurde abweichend vom Studienprotokoll
keine Bestimmung aller drei Tumormarker bei jedem Karzinompatienten durchgefiihrt,
sodass man nur eine vorsichtige Aussage Uber die Sensitivitit der Bestimmung der
Tumormarker in dieser Studie treffen kann. Es ist allerdings zu erwdhnen, dass die NSE bei
29 von n = 41 BC-Patienten dieser Studie bestimmt wurde und sie bei 93,1 % dieser
Patienten einen pathologischen Wert aufwies. Im Gegensatz dazu war die Sensitivitat der
Bestimmung von Cyfra 21-1 mit 70,8 % pathologischen Werten unter den BC-Patienten und
der CEA mit 65,4 % pathologischen Werten unter der BC-Patienten deutlich schlechter (siehe
Tabelle 13: Ergebnis der Bestimmung der Tumormarker und Abbildung 24: Graphische

Darstellung des Vergleichs der Sensitivitat der diagnostischen Methoden).

5.2 Probenumgang und -aufbau

Der Aufbau und der Umgang mit den Proben hatten einen Einfluss auf die Detektion durch
Hunde: Wahrend der Aufbau von Urinproben aufgrund des Einsatzes standardisierter
Urinréhrchen zumindest wenig Varianz aufweist, so existierte kein Standardprobenréhrchen
zur Konservierung von Atemluft. In den bisher publizierten Studien wurden unterschiedliche
Atemluftauffangsysteme entwickelt und verwendet. Die ideale Atemprobe sollte einfach zu
beschaffen und einfach im Einsatz sein sowie verschiedene VOCs in ihrer tatsachlichen
Konzentration und mit den urspriinglichen Geruchseigenschaften konservieren kénnen.

Es wurde bisher nicht beschrieben, welche Art von Atemproben sich am Besten eignet,
jedoch scheint die Quantitdt und Qualitdt der aufgefangenen Substrate vom Aufbau der
Probe abhdngig zu sein (89). In bisherigen Studien wurden sehr unterschiedliche
Auffangsysteme fiir die Atemluft genutzt: In einer Studie eine Art ,Tite”, in welche die
Probanden 100 — 200 ml Luft ausatmen mussten (81), die dann in Zipline-Tlten bei 4°C
gelagert wurden. In einer anderen Studie wurde ein Atemfilter genutzt, durch den die
Probanden dreimal forciert ausatmen mussten; spater wurden die Atemproben verschlossen
in Containern gelagert (84). In einer weiteren Studie wurde ahnlich wie in der vorliegenden
Untersuchung silikonisierte Polypropylenwolle benutzt, durch die Probanden zwei- oder

dreimal ausatmen mussten (78). Durch eine derartige Silikonisierung der Polypropylenwolle
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wird eine Konservierung sowohl hydrophiler als auch hydrophober Stoffe der Atemluft
ermoglicht.

Der Aufbau der Atemproben, angelehnt an den von Ehmann et al (83), wie er auch in dieser
Studie verwendet wurde, zeigte auch schon in anderen Studien vielversprechende

Ergebnisse (90).

In dieser Studie wurde nicht genau kontrolliert, welches Volumen Atemluft pro Patient durch
die Atemprobe floss, was eventuell fiir die etwas schlechtere Sensitivitdt bei der Bewertung
der Atemproben (78,0 %) im Gegensetz zur Sensitivitdt bei der Bewertung der Urinproben
(87,8 %) verantwortlich sein kénnte. Ein Lésungsansatz hierfiir kénnte eine Uberwachung
des Volumens durch Spirometrie sein (90); andere Autoren empfehlen die Kollektion von
Atemluft Gber mindestens zehn Minuten (91). Gegebenenfalls empfiehlt sich auch die
Benutzung eines Nasenclips wahrend der Kollektion der Atemluft, damit alle Molekile der
Atemluft in der Probe landen und nicht teilweise iber die Nase ausgeatmet und damit nicht

von der Probe aufgefangen werden kénnen (91).

Bezlglich der Urinproben lassen sich Lagerung und Abnahmezeitraum bzw. -umstdande
diskutieren. In dieser Studie fanden die Abgabe und das Aufziehen des Urins in
Probenrdhrchen stets auf dem Klinikumsgelande, insbesondere der weitere Umgang und die
Lagerung der Proben stets im Forschungslabor der Medizinischen Klinik Il der Klinikum
Darmstadt GmbH statt — die Umgebung war somit standardisiert. Es wurde ebenfalls darauf
verzichtet, eine bestimmte Uhr- oder Tageszeit zur Probenabgabe zu wahlen, denn sollten
VOCs im Urin nachweisbar sein, so mussten sie schlielllich jederzeit im Urin nachweisbar

sein, ansonsten hatte ihre Analyse als Screening keinen Sinn in der klinischen Praxis.

Der weitere Umgang mit den Proben war in den bisher publizierten Studien zur
olfaktorischen Detektion von Lungenkarzinomen oder anderen Tumorarten ebenfalls sehr
unterschiedlich:

Wahrend in der vorliegenden Dissertationsarbeit alle Proben zundchst bei -80°C
kryokonserviert wurden, wurden Proben in anderen Studien teilweise nicht gekihlt und bei
Raumtemperatur gelagert (84) oder bei geringeren Temperaturen konserviert (78,81,84,90).
Auch ist nicht evident, ob ein Einfrieren und Auftauen von Proben zu einer Verminderung

der Probenqualitat bzw. zu einem Verlust an VOCs fiihren kann (92).
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Horvath et al. beschreiben, dass ein Einfrieren von Atemproben auf mindestens -70°C nach
dem Sammeln zur Vorbeugung einer Inaktivierung von Proteasen und damit einer
Veranderung der Proteinzusammensetzung der Ausatemluft beitragt (91).

Daten bezlglich der maximalen Kryokonservierungsdauer existieren bis dato nicht; manche
Mediatoren scheinen allerdings haltbarer bzw. bestdndiger zu sein als andere (91).

In manchen Studien konnte dagegen beschrieben werden, dass Proben mehrere Wochen bis
Monate gelagert werden kdnnen, ohne dass dies mit einer schlechteren Sensitivitdat oder
Spezifitat assoziiert gewesen ware (83,93).

In einer Studie zur olfaktorischen Detektion von Blasenkarzinomen (77) wurden Urinproben
teilweise getrocknet und teilweise nass prasentiert, wobei auffallig war, dass die Hunde
deutlich schlechtere Erfolgsraten aufwiesen, wenn die Proben getrocknet prdsentiert
wurden.

Der in dieser Studie durchgefiihrte standardisierte Umgang und die Lagerung der Proben
zentral im Forschungslabor unter Kryokonservierung bei -80°C bis zum Transport zum Hund
haben zu vielversprechenden Ergebnissen geflihrt, sodass sich das hier beschriebene
Prozedere zum Zweck der olfaktorischen Detektion von Lungenkarzinomen zu eignen

scheint.

5.3 Hund und Hundekonditionierung

In dieser Studie wurde ein Hund der Rasse Golden Retriever konditioniert. Es ist zu
diskutieren, ob die Wahl einer anderen Hunderasse oder eines anderen Hundes andere
Ergebnisse hervorgebracht hatte, da nicht genau definiert werden kann, welche Hunde sich
am besten zur olfaktorischen Detektion eignen (94). Am haufigsten wurde jedoch in Studien
zur olfaktorischen Detektion von Lungenkarzinomen ein Labrador Retriever eingesetzt
(78,93,94).

Die Zugehorigkeit zu einer bestimmten Hunderasse ist aufgrund der oben geschilderten
rassenspezifischen Unterschiede im Aufbau des olfaktorischen Epithels zur Eignung fiir einen
Einsatz zur olfaktorischen Detektion ausschlaggebend (68,95). Dabei scheinen jedoch auch
innerhalb einer Hunderasse Unterschiede zu bestehen, beispielsweise in Bezug auf die
individuelle Konditionierbarkeit und die individuelle Motivierbarkeit (93): so unterscheiden
sich die erzielten Ergebnisse von deutschen und belgischen Schaferhunden trotz identischer
Konditionierung; alle falsch-positiven Ergebnisse wurden in einer Studie von Marchal et al.,
in der die Hunde auf die Geruchserkennung von Menschen konditioniert wurden, durch
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belgische Schaferhunde erzielt und fiuihrten damit zu einer deutlich schlechteren Spezifitat
der olfaktorischen Detektion durch belgische Schaferhunde als der olfaktorische Detektion
derselben Proben durch deutsche Schaferhunde (96).

In einer Studie zur olfaktorischen Detektion von Prostatakarzinomen im Urin von Patienten
mithilfe von zwei deutschen Schaferhunden — beide drei Jahre alt und auf dieselbe Weise
gleich lang konditioniert — fanden sich keine signifikanten Unterschiede: Wahrend Hund 1
eine Sensitivitdat von 100 % und eine Spezifitdt von 98,7 % erreichte, erzielte Hund 2 eine
Sensitivitat von 98,6 % und eine Spezifitat von 97,6 % (97).

Welche Faktoren innerhalb derselben Rasse auRerdem einen Einfluss auf das Riechorgan
oder die Lernfahigkeit der Hunde haben, ist noch nicht vollstandig geklart, wobei
Entziindungen, Hydrierung bzw. Erndhrung des Hundes und Grundkrankheiten des Hundes
hierbei wohl eine Rolle spielen dirften (63).

Moglicherweise verlieren zudem jungere Hunde schneller die Motivation wahrend der
Konditionierung als dltere Hunde (94) — der Hund in dieser Studie war mit sieben Jahren in
der Mitte seiner Lebenserwartung.

Zur Objektivierung der Eignung eines Hundes und auch fiir den Erhalt eines objektiveren
Ergebnisses einer olfaktorischen Bewertung von Proben einer Studie, welches nicht nur
individuell fir einen einzigen Hund gilt, kénnte es sinnvoll sein, mehrere Hunde zu
konditionieren und dieselben Proben von mehreren Hunden bewerten zu lassen, wie es

auch in anderen Studien versuchsweise durchgefiihrt worden ist (83,90,98).

Als ein Lebewesen, das sich in unterschiedlichen Gemiits- und Gesundheitszustanden
befindet, ist ebenfalls denkbar, dass ein falsches olfaktorisches Ergebnis eines Hundes nicht
zwangslaufig mit einer mangelnden Eignung des Hundes zusammenhdngen muss. Das Nicht-
Erkennen karzinomspezifischer VOCs in einer prasentierten Probe kdnnte ebenso mit einer
mangelnden Motivation fir die Belohnung oder einem mangelnden Interesse an dem
Testprozedere zusammenhangen (94). Dies spricht abgesehen von anderen Griinden gegen
den Einsatz von Hunden fiir ein Breitenscreening auf Bronchialkarzinom und verdeutlicht die
Notwendigkeit der Entwicklung einer elektronischen Nase, die unabhangig von Tagesform

und Gemitszustand valide Ergebnisse liefert.

Ferner hat die Art und Weise der Konditionierung von Hunden einen Einfluss auf die von

ihnen erzielten Ergebnisse in der Studienphase. In der vorliegenden Studie wurde die
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Konditionierungsphase analog zur Studienphase aufgebaut, da Hunde in Studienphasen wohl
bessere Ergebnisse erzielen, wenn der Aufbau und der Ablauf der Konditionierungsphase
derjenigen der Studienphase entspricht (96).

Idealerweise sollte jede Probe nur einmal prasentiert werden, der Hund an dem Material
konditioniert werden, welches er spater auch bewerten muss und es sollte ein doppelblinder
Studienablauf angestrebt werden; alle drei Voraussetzungen konnten in der vorliegenden

Studie erfillt werden:

Hunde haben ein ausgepragtes Geruchsgedachtnis. Aus diesem Grund kann die mehrmalige
Prasentation derselben Patientenproben in der Konditionierungsphase oder in der
Konditionierungs- und Studienphase dazu fiihren, dass ein Hund eine bereits bekannte
Probe wieder erkennt; was zu einer falschen Erhéhung der Sensitivitdt fihren wirde (99).

In einer Studie zur olfaktorischen Detektion von Prostatakarzinomen wurden den Hunden
wahrend der Konditionierung mehrmals Proben derselben Patienten prasentiert, wahrend in
der Studienphase nur neue Proben verwendet wurden —in dieser Studie erzielten die Hunde
mit die schlechtesten Ergebnisse bezogen auf Spezifitdit und Sensitivitdt (100). Dies
bedeutet, dass die Hunde wahrend der Konditionierungsphase womaglich falschlicherweise
auf die Erkennung bereits prasentierter Proben konditioniert wurden anstatt auf die
olfaktorische Detektion prostatakarzinomspezifischer VOCs.

Zur Detektion von Lungenkarzinomen existieren ebenfalls zwei Studien, in denen Hunden die
Proben mehrmals prasentiert wurden. Auch hier erzielten sie im Vergleich zu anderen
Studien deutlich schlechtere Ergebnisse (84,85).

Die Autoren dieser Studien bekraftigten mit diesem Ergebnis nochmals die Vermutung, dass
Hunde sich auch durch ihren ausgepragten Geruchssinn den individuellen Geruch eines
Patienten und die damit verbundene eingetretene oder ausgebliebene Belohnung einpragen
kdénnen, anstatt zu lernen einen ,, Karzinomgeruch“ zu erkennen (96,100).

In der vorliegenden Studie wurden dem Hund ebenfalls wenige Proben wadhrend der
Konditionierungsphase mehrmals prdsentiert. Hierbei handelte es sich jedoch um
unterschiedliche Phasen der Konditionierungsphase: im letzten Schritt der
Konditionierungsphase, in der der Hund auf die Erkennung von einer Karzinomprobe unter
finf Kontrollproben konditioniert wurde, wurde keine Probe mehrfach prasentiert.
Nichtsdestotrotz waren die oben genannten Voraussetzungen zumindest beziiglich der

Konditionierungsphase  durch eine  hohere Fallzahl an  Patienten in der

75



Konditionierungsphase und damit einer nur einmaligen Prasentation jeder Probe besser

erflllt gewesen.

In einer Studie zur olfaktorischen Detektion von Amundsen et al., die schlechtere Ergebnisse
als die meisten anderen Studien erzielte, wurden Hunde nicht mit Atem- und Urinproben
konditioniert, obwohl sie diese in der Studienphase spater bewerten sollten. Stattdessen
wurden sie mit Biopsiematerial von exakt einem SCLC und einem NSCLC konditioniert.
Auffallig ist, dass in dieser Studie trotzdem deutlich schlechtere Ergebnisse erreicht wurden,
obwohl die Autoren ausgesprochen akribisch versuchten Stoérfaktoren zu minimieren: die
Patienten durften beispielsweise unter anderem 4-12 Stunden vor der Probenabnahme nicht
essen und rauchen und die Proben mussten nach spatestens zwei bis vier Wochen den
Hunden prasentiert werden, anstatt lange gelagert zu werden (84). Aus welchem Grund die
Ergebnisse in dieser Studie so viel schlechter waren, lasst sich allerdings nur schwer
objektivieren, da das unterschiedliche Konditionierungsmaterial nicht der einzige Parameter
war, der diese Studie von Amundsen et al. von anderen unterscheidet: Auch hier wurden
Proben mehrmals prasentiert, und die Anzahl an Proben von Karzinompatienten pro

Durchgang variierte von eins bis finf (84).

In einigen Studien zur olfaktorischen Detektion von Bronchialkarzinomen wurden die Hunde,
genauso wie in dieser Studie, mit der ,Clicker-Methode” auf ein bestimmtes Verhalten
konditioniert (78,83). Die , Clicker-Methode” ist nicht besser als die Belohnung des Hundes
durch eine Fitterung zur Konditionierung von Hunden geeignet, jedoch auch nicht
schlechter (101). Sie hat im Gegensatz zur Anzeige eines richtigen Verhaltens des Hundes
durch Fltterung den Vorteil, dass ein Hund nicht unter gesundheitlichen Folgen aufgrund

einer Uberfiitterung im Rahmen der Bewertung von mehreren Proben leiden muss.

Die Konditionierungsperiode in dieser Studie war mit einem Jahr relativ lang. In bereits
publizierten Studien wurden die Hunde beispielsweise nur drei Wochen (Detektion von
Bronchialkarzinomen in Atemproben mit einer Sensitivitdt von 99 % und einer Spezifitat von
99 %, Detektion von Mammakarzinomen in Atemproben mit einer Sensitivitat von 88 % und
einer Spezifitdt von 98 % (78)), sieben Monate (Detektion von Blasenkarzinom im Urin mit
einer Erfolgsrate von 41 %,(77)) oder neun Monate (Detektion von Mammakarzinom,

Melanomen und Bronchialkarzinom in Atemproben mit einer Sensitivitdat von 79 % und einer
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Spezifitait von 78 % (94)) lang konditioniert. Die lange Konditionierungsperiode in der
vorliegenden Studie war durch die niedrige Frequenz an Konditionierungstagen von im
Durchschnitt nur 1-2 Mal pro Woche bedingt. Es gibt allerdings auch eine Studie, in der
Hunde, die einmal die Woche konditioniert wurden, schneller ein bestimmtes
Konditionierungslevel erreichten, als Hunde, die finfmal die Woche konditioniert wurden
(102) — es scheint also nicht so zu sein, dass eine hdufigere Konditionierung zwangslaufig
auch gleichzeitig zu einem schneller erreichbaren Konditionierungslevel und damit zu einer
schnelleren Durchfiihrbarkeit einer Studienphase fihrt.

Schlechte Konditionierung der Hunde und konsekutiv wiederholt schlechte Ergebnisse
wahrend der Studienphase ohne Belohnung scheinen bei den Hunden ebenfalls zu einer
Frustration zu fiihren, die wohl zu EinbuBen in Konzentration und Treffsicherheit fihren

kann (103).

5.4 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Studie konnten ermutigende Ergebnisse der olfaktorischen Detektion
von Bronchialkarzinomen im Urin und in der Atemluft von Patienten erreicht werden; die
Ergebnisse bezlglich Sensitivitdt und Spezifitdt sind statistisch signifikant und liegen tber
dem Durchschnitt der bisher publizierten Studien zur olfaktorischen Detektion (82). Die
durchschnittliche Sensitivitat aller bisher publizierten Studien zur olfaktorischen Detektion
von Lungenkarzinomen lag bei 78 %, die durchschnittliche Spezifitait bei 71,5 %
(79,83,84,85,86).

Es konnte gezeigt werden, dass ein Hund in Urin und Atemluft Bronchialkarzinome im
Allgemeinen besser detektieren kann als es mit einer Bronchoskopie moglich ware, die dazu
noch invasiv ist — in dieser Studie konnte per Bronchoskopie nur eine Sensitivitdt von 56,1 %
erreicht werden. Dem gegeniiber steht eine Sensitivitdt der olfaktorischen Detektion im Urin
von 87,8 % und in der Atemluft von 78 % (siehe Abbildung 24: Graphische Darstellung des

Vergleichs der Sensitivitdt der diagnostischen Methoden).

Die CT erreichte in dieser Studie eine Sensitivitat von 100 % und ist damit der Goldstandard.
Ihr sinnvoller Einsatz als Lungenkarzinomscreening ldsst sich damit auch in dieser Studie
bekraftigen. Aufgrund der mit ihr einhergehenden Strahlenbelastung sollte ihr Einsatz
allerdings limitiert sein auf eine Risikopopulation, da bei einem generellen Einsatz in der
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Bevolkerung das Risiko durch die Strahlenbelastung den Nutzen Uberwiegt (2). Ihr Einsatz
wird auBerdem limitiert durch die hohe Rate an falsch positiven Ergebnissen (25).

Die Definition einer Risikopopulation, in der ihr Nutzen ihr Risiko und ihre Kosten Gberwiegt,
ist zudem schwierig, da Tabakkonsum offensichtlich nicht der einzige Parameter ist, der eine
derartige Risikopopulation definiert (26).

Hier stellt die olfaktorische Detektion des Lungenkarzinoms eine vielversprechende
Alternative dar: Die Gewinnung von Atem- und/oder Urinproben ist nichtinvasiv und ohne
Komplikationsrisiko. Dadurch ist eine genaue Eingrenzung einer Risikopopulation nicht
zwingend notwendig, da der Nutzen selbst bei einer Sensitivitat und Spezifitdt von unter

100 % Uberwiegen wirde. Durch die Einfachheit der Probengewinnung ware ein solcher Test

zudem an vielen Orten einsetzbar, kostengtinstiger als die CT und jederzeit wiederholbar.

Die fehlende Fahigkeit zur olfaktorischen Detektion einer Lungenkarzinomerkrankung in
einem frihen Stadium ist ein Kritikpunkt an der Methode (93).

Im Atemtest war die Sensitivitat fiir das UICC-Stadium 1 am hochsten und betrug 100 %. Bei
nur zwei Patienten mit einer Lungenkarzinomerkrankung im Stadium | ldsst diese Studie
allerdings keine Aussage dariiber treffen, ob die Detektion von Lungenkarzinomen in einem
so friihen Stadium mit einem tatsachlich dhnlich vielversprechendem Ergebnis maoglich ist.
Die Ergebnisse des Atemtests in anderen UICC-Stadien bewertend fallt zudem auf, dass die
Sensitivitat Uber die UICC-Stadien II-IV stetes anstieg: Im Stadium Il lag sie bei 66,7 %, im
Stadium Il bei 72,7 % und im Stadium IV bei 81,8 % (siehe Tabelle 16: Sensitivitat der
Bewertung der Atemproben nach UICC-Stadium).

Im Urintest lie sich bei Lungenkarzinomerkrankungen im UICC-Stadium IIl die beste
Sensitivitat erreichen (100 %); die schlechteste Sensitivitdt der olfaktorischen Detektion bei
Lungenkarzinomerkrankungen wurde im Urin im UICC-Stadium | erzielt mit 50 % (siehe
Tabelle 21: Sensitivitat der Bewertung der Urinproben nach UICC-Stadium).

In anderen publizierten Studien wurde hingegen kein signifikanter Unterschied in der
olfaktorischen Detektion von Bronchialkarzinomen in der Atemluft von Patienten abhangig

vom Tumorstadium festgestellt (78,83,94).

In einer Studie wurde fir beide Materialien wiederum auch beschrieben, dass Sensitivitat
und Spezifitat der olfaktorischen Detektion abhdngig von der Histologie seien (84): Im Urin

und in der Atemluft erreichten die Hunde eine bessere Sensitivitat bei Proben von Patienten,
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die an einem SCLC erkrankt waren, als bei Proben von Patienten mit einem NSCLC. In der
vorliegenden Studie konnte ebenfalls eine bessere Sensitivitdt bei der Bewertung von
Proben von Patienten, die an einem SCLC erkrankt waren, erreicht werden: Die Sensitivitat
flir Atemproben eines an einem SCLC erkrankten Patienten betrug 90 %, wahrend sie fir
Proben eines an einem NSCLC erkrankten Patienten 74,2 % betrug. In Bezug auf die
Urinproben war die Sensitivitdt weniger abhangig von der Histologie: Fir die Detektion von
SCLC im Urin lag die Sensitivitat bei 90 % und fur die Detektion von NSCLC im Urin bei

87,1 %.

Die Detektion von Lungenkarzinomen gelang in dieser Studie im Allgemeinen besser im Urin
(Sensitivitat 87,8 %, Spezifitat 97,6 %) als in der Atemluft (Sensitivitat 78,0 %, Spezifitat

95,6 %).

Die vorliegende Studie ist nicht die erste und einzige Studie, in der die olfaktorische
Detektion von Lungenkarzinomen im Urin mit besseren Ergebnissen gelang als in
Atemproben (94), obwohl es anatomisch naheliegender ware, dass die Atemluft, die
ebenfalls durch die Bronchien stromt, auch von Karzinomzellen ausgehende
Geruchsmolekiile enthdlt — ebenso wie es anatomisch gut vorstellbar ist, dass sich Urin gut
zur olfaktorischen Detektion von Nieren- oder Blasenkarzinomen eignet.

Ein Grund fiir die bessere Eignung von Urinproben koénnte sein, dass wie bereits
beschrieben, die Kollektion von Atemluft nicht so einfach gelingt wie die Kollektion von Urin.
Durch ungeeignete Verfahren konnte es sein, dass Geruchsmolekiile nicht konserviert
werden kénnen und dadurch vom Hund nicht wahrgenommen werden kénnen, wahrend sie

in Urin flissig gelost und daher einfacher zu gewinnen sind.

5.5 Madgliche Stérfaktoren auf die Detektion

Mogliche Storfaktoren bei der Detektion von Lungenkarzinomen durch Spirhunde sind
schwer zu identifizieren.

Vorstellbar ware, dass abgesehen von Rauchgeruch oder der Veranderung der VOCs, z. B.
durch einen Harnwegsinfekt, noch andere Umstidnde wie beispielsweise bestimmte
Medikamente oder Krankenhausgeruch (93) die Treffsicherheit der Hunde beeinflussen
kdnnen.

Da nicht bekannt ist, welches VOC oder welche Kombination von VOCs einem Hund ein

Karzinom anzeigen, kann allerdings auch nicht mit Sicherheit untersucht werden, welche
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moglichen Vorgiange im Korper, welche Einflisse auf den Korper oder welche
Umweltfaktoren einen Einfluss auf die Ausprdagung oder Detektion dieser VOCs haben

kénnten.

5.5.1 Medikamente und COPD

In einer Studie wurden jegliche Medikamente, die die Patienten zum Zeitpunkt der
Aufnahme in die Studie zu sich nahmen, dokumentiert, und es wurde eine
Regressionsanalyse durchgefiihrt, die flir Metoprolol und Tiotropiumbromid einen p-Wert
von < 0,05 ergab und diese somit als mogliche Storfaktoren identifizierte (83).

In derselben Studie wurde untersucht, ob das Vorhandensein einer COPD — eine Erkrankung,
die eine entziindliche Komponente aufweist — zu einem Unterschied in der Detektion von
Lungenkarzinomen durch Hunde in der Atemluft fihrt, was in dieser Studie nicht
nachgewiesen werden konnte (83), obwohl Entziindungen im Kdrper zu einer Veranderung

von VOCs fiihren kénnen (87).

5.5.2 Krankenhausgeruch

Andere Studien bewerteten den ,Krankenhausgeruch” als potentiellen Stoérfaktor (93,94). In
einer Studie machten die Hunde mehr falsch positive Anzeigen, wenn die Proben innerhalb
eines Krankenhauses gesammelt wurden als wenn sie auBerhalb gesammelt wurden (94).
Die Autoren empfehlen daher, alle Proben im identischen Milieu zu sammeln — ob innerhalb
oder aullerhalb eines Krankenhauses.

In dieser Studie wurden daher alle Proben ausschlieflich innerhalb der Klinikum Darmstadt
GmbH, beziehungsweise einer angrenzenden Praxis gesammelt. In Anbetracht der Tatsache,
dass ein Screening auf Lungenkarzinom idealerweise sowohl in Krankenhdusern als auch in
Ambulanzen und Hausarztpraxen einsetzbar sein sollte, missen Hunde allerdings trotz des
eventuellen Storfaktors des Krankenhausgeruchs Proben richtig identifizieren kdnnen
beziehungsweise ein  VOC-Profil darstellbar sein, welches ebenfalls eventuell
Geruchsmolekiile des Krankenhausgeruchs enthdlt und trotzdem eine sichere Diagnose
zulasst. Selbst wenn also der Krankenhausgeruch einen Hund ablenken sollte, so ware dies
ein Storfaktor, mit dem ein Hund umgehen muss und mit dem er trotzdem
Lungenkarzinomproben zuverldssig von Proben gesunder Patienten unterscheiden kénnen

sollte, um in der olfaktorischen Detektion von Lungenkarzinomen als Screening sowohl
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innerhalb als auch aullerhalb eines Krankenhauses einsetzbar zu sein — das gleiche gilt fir

die Umsetzung dieses bionischen Ansatzes in eine elektronische Nase.

5.5.3 Tabakkonsum

Ob der Rauchstatus einen Einfluss auf die Treffsicherheit von Hunden haben kdnnte, wurde
in einigen Studien diskutiert und scheint nicht abwegig, da auch fiir die menschliche Nase
der Rauchgeruch deutlich wahrzunehmen ist und es daher vorstellbar ware, dass die
deutlich sensiblere Hundenase durch diesen Geruch abgelenkt wird von einem Erkennen
anderer karzinomspezifischer Duftstoffe (93). In einer Studie von McCulloch et al. konnte
eine Assoziation zwischen aktuellem Tabakkonsum und den Ergebnissen der Hunde gezeigt
werden, wahrend in derselben Studie ein ehemaliger, zum Zeitpunkt der Studie sistierender
Tabakkonsum keinen Einfluss auf die Treffsicherheit der Hunde zu haben schien (78). In
einer anderen Studie von Ehmann et al. hingegen schien der Rauchstatus keinen Einfluss auf
die Treffsicherheit der Hunde zu haben (83).

Wiederum in einer Studie von Hackner et al. wurden ausschliellich aktuelle oder ehemalige
Raucher eingeschlossen (85), und es wurden im Vergleich zu anderen Studien zur
olfaktorischen Detektion von Lungenkarzinomen deutlich schlechtere Ergebnisse mit einer
Sensitivitdt von 78,6 % und einer Spezifitdat von 34,4 % erreicht. Da sich allerdings nicht nur
die Ein- und Ausschlusskriterien dieser Studie von anderen unterschieden, sondern vor allem
auch die Art der Prasentation der Proben, in dem die Anzahl an Karzinomproben ebenso wie
in der Studie von Amundsen et al. (84) zwischen einer und fiinf Karzinomproben pro
Durchgang variierte, ist das schlechtere Ergebnis wahrscheinlich nicht sicher und nicht nur
auf den Ausschluss von Nichtrauchern zuriick zu fihren. Hinzukommt, dass in der Studie von
Amundsen et al. (84) sowohl Nichtraucher als auch Raucher eingeschlossen wurden und die
Hunde trotzdem ein schlechteres Ergebnis als in anderen Studien erreichten, so dass ein
Zusammenhang des schlechteren Ergebnisses mit der Variation der Anzahl an prasentierten
Karzinomproben pro Durchgang eher naheliegend ist.

Sollte der Tabakgeruch allerdings tatsachlich zu einer schlechteren Sensitivitdat und Spezifitat
der olfaktorischen Detektion von Lungenkarzinomen fiihren, so ware diese Methode als
Screening nicht geeignet, da ein Screening auf Lungenkarzinome zwangslaufig genauso gut
bei Rauchern als auch bei Nichtrauchern einsetzbar sein miisste. Ahnlich wie bei der Frage
nach dem Einfluss eines Krankenhausgeruchs, ist es notwendig, die Fahigkeit von Hunden
zur Detektion ungeachtet des Tabakkonsums der Probanden zu untersuchen, da diese
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Fahigkeit Voraussetzung fiir ein Screening ist. Aufgrund dessen wurde in dieser Studie auf
eine Vorgabe beziiglich des Tabakkonsums zum Ein- oder Ausschluss von Patienten

verzichtet.

5.5.4 Beurteilung Confounder

Wahrscheinlich gibt es Umstdnde, die zu einer besseren Nachweisbarkeit eines bestimmten
VOCs fiihren oder zu einer hoheren Quantitdt von VOCs im Urin oder der Atemluft
beitragen, jedoch ware eine Entwicklung eines Tests zum Screenen auf Lungenkarzinome,
der mit hochst strengen Vorgaben zu beispielsweise Rauchverhalten, Essverhalten,
Aufenthaltsort der letzten Stunden oder sogar Tage oder Medikamenteneinnahme
verbunden ware, kein Test, der zu jeder Zeit einfach einzusetzen und auch in einer
Hausarztpraxis praktikabel wadre. Es wurde daher auf eine strenge Eingrenzung des
Studienkollektivs verzichtet, um die Eignung der olfaktorischen Detektion von

Lungenkarzinomen unter diesen Bedingungen zu evaluieren.

5.6 Einsatz von Hunden zum Screening auf Lungenkarzinome

Obwohl Studien zur olfaktorischen Detektion von Karzinomen mithilfe von Spirhunden
meist als Grundlage fiir den Versuch einer Identifikation von karzinomspezifischen VOCs und
der Entwicklung einer elektronischen Nase dienen, kann man auch den Einsatz von
Spirhunden zum Screening auf Karzinome diskutieren.

Problematisch hierbei wadre der Einsatz von Hunden als Diagnoseinstrument aus
tierschutzrechtlicher Sicht — wobei Hunde ebenfalls als Diagnoseinstrument beispielsweise
bei der Drogenfahndung eingesetzt werden oder experimentell im medizinischen Bereich,
zum Beispiel als Epilepsiehund (104,105) oder zur Detektion von Hypoglykdmien bei
Diabetespatienten (106,107).

Des Weiteren erfordert der Einsatz von Splirhunden zur Detektion von Karzinomen ein
standardisiertes Sammeln der Proben, einen standardisierten Umgang mit den Proben, eine
standardisierte Lagerung der Proben und aullerdem eine standardisierte Konditionierung
und Fihrung der Hunde. Alle bisherigen Studien stimmten in mindestens einem dieser
Punkte nicht mit anderen Uberein, und valide Studien zum standardisierten Umgang mit
Hunden und Proben fehlen bis jetzt. Hinzu kommt, dass wie bereits geschildert, Hunde grole

individuelle Unterschiede in ihrem Charakter, ihrer Motivation und ihrer Lernfdhigkeit
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aufweisen, ganz abgesehen von ihrem unterschiedlichem genetischen Potential, um fir
solche Zwecke eingesetzt zu werden (108). Auch ein einzelner Hund kann im Verlauf
EinbuRen bei der Motivierbarkeit oder dem Interesse an der Detektion zeigen, sodass die
negative Bewertung einer Probe nicht zwingend auch bedeuten muss, dass der Hund in
dieser Probe tatsachlich keine karzinomspezifischen Duftstoffe wahrgenommen hat
(93,109) — es mag auch andere Griinde fiir sein Verhalten geben, was der Nachteil ist am
Einsatz von individuellen Hunden im Gegensatz zu einer immer auf gleiche Weise
arbeitenden und frei von individuellen Charaktereigenschaften arbeitenden Maschine.
Moglich ist zudem, dass ein Hund ein bereits konditioniertes Verhalten wieder verlernt,
wobei bisher keine Daten publiziert wurden, wie lange ein Hund ein konditioniertes
Verhalten beibehalten kann (93). Welche Faktoren einen Hund zu welcher Zeit beeinflussen,
ldsst sich zudem schlecht abschatzen (109). Hinzukommt, dass, wie bereits geschildert, in
allen bisherigen Studien nur Patienten in Karzinomkollektive eingeschlossen wurden, die
eine  bereits mit aktuell zu Verfligung stehenden Methoden bestatigte
Lungenkarzinomerkrankung hatten. Es ist jedoch unsicher und auf der anderen Seite auch
schwer zu untersuchen, ob Hunde ebenfalls in der Lage sind, Lungenkarzinome in der
Atemluft zu diagnostizieren, wenn sie mit den aktuell zur Verfligung stehenden Methoden

noch nicht nachweisbar sind (93).

Auf der anderen Seite gibt ein Hund bei der Bewertung einer Probe immer ein klares
positives oder negatives Signal, anders als eine massenspektroskopische Analyse von Proben
oder deren Analyse durch eine elektronische Nase, bei der ein bestimmtes Muster an VOCs
detektiert wird.

Die Konditionierung von Hunden ist dariber hinaus kostenglinstiger als die Entwicklung und
Verwendung einer elektronischen Nase oder die aufwendige Aufbereitung von Proben und
deren Analyse durch massenspektroskopische Verfahren (93). Aufgrund dieses Arguments
sehen manche Autoren die Verwendung von Hunden zum Screening auf das
Lungenkarzinom als Moglichkeit in armeren Landern an (93).

Die Analyse der Atemproben durch die Hunde hat auch einen zeitlichen Vorteil: In der
vorliegenden Studie hat die Analyse aller sechs Atemproben eines Durchgangs im
Durchschnitt 10 Sekunden gedauert. Diese Analyse ist damit deutlich schneller als eine

aufwendige Analyse der VOC per GC-MS oder elektronischer Nase.
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Letztendlich erscheint allerdings ein routinemaRiger Einsatz von Splrhunden in der
Lungenkarzinomdiagnostik in Kliniken oder Hausarztpraxen doch eher unwahrscheinlich,
unter anderem auch aus hygienischen Aspekten. Es ist daher das Ziel, eine Identifikation der

dem Hund ein Karzinom signalisierenden VOCs auf elektronischem Wege anzustreben.

5.7 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Studie liefern vielversprechende Ergebnisse bezliglich der
olfaktorischen Detektion von Lungenkarzinomen durch Spirhunde in Urin und Atemluft.

Zur weiteren Verifizierung der hier bestatigten Hypothese, dass Spiirhunde in der Lage sind,
Lungenkarzinome in Urin und Atemluft zu diagnostizieren, kénnen allerdings noch
unterschiedliche Aspekte diskutiert werden und eventuelle Ansatze fir folgende Studien

darstellen:

Zu einer weiteren Objektivierung der Detektions-Fahigkeit von Hunden kdnnte eine
unterschiedliche Anzahl an Kontrollproben, die mit einer oder mehrerer Karzinomproben
gleichzeitig prasentiert werden (90), im Gegensatz zu einer strikten 1:5-Prasentation, wie sie
in dieser Studie durchgefiihrt wurde, beitragen. Hierbei misste der Hund sich nicht immer
flir eine Probe entscheiden, sondern tatsdchlich mehrere oder sogar keine Probe pro
Durchgang als Karzinomprobe identifizieren. In einer Studie von Amundsen et al., in welcher
die Anzahl an Karzinomproben pro Durchgang in der Studienphase variierte, erzielten die
Hunde enttduschendere Ergebnisse beziglich Sensitivitat (55-70 %) und Spezifitat (8,3 %)
(84), jedoch waren auch die Anzahl an Proben, der Probenaufbau, der Umgang mit den
Proben und die Konditionierung der Hunde sehr unterschiedlich zur vorliegenden Studie,
sodass es kaum zu differenzieren ist, ob eine variable Anzahl an Karzinomproben tatsachlich
einen Unterschied in der Sensitivitdit und Spezifitat der olfaktorischen Detektion von

Lungenkarzinomen ausmacht.

Interessant zu untersuchen ware auBerdem, ob es einen ,generellen Karzinomgeruch” (iber
alle Tumorentitaten hinweg gibt, den die Hunde wahrnehmen, oder ob unterschiedliche
Malignitaten fur einen Hund unterschiedliche Gerliche haben. Ein moglicher Ansatz ware
dafiir, dass man den Hund auf die Detektion eines Malignoms beispielsweise im Urin

konditioniert und ihm im Verlauf ebenfalls Urinproben von einem Patienten prasentiert, der
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an einem anderen Malignom erkrankt ist. Sollte der Hund einen generellen Karzinomgeruch
unabhangig von der Art des Malignoms wahrnehmen, so hatte dies Vor- und Nachteile.

Ein Vorteil ware, dass eine Detektion vieler Karzinomarten moglich ware, ohne dass ein
Hund spezifisch auf ein Karzinom konditioniert werden musste. Aullerdem kdnnte der Hund
anhand von Proben verschiedener Malignome konditioniert werden, sodass seine
Wahrnehmung des Karzinomgeruchs unter Umstanden noch sensibler werden wiirde und
damit die Sensitivitat und Spezifitat der olfaktorischen Detektion verbessert werden kdnnte
(100).

Ein grofRer Nachteil ware allerdings, dass die olfaktorische Detektion eines bestimmten
Malignoms in diesem Fall nicht mehr moglich ware, da hiermit bewiesen ware, dass der
Hund ,nur” eine maligne Tumorerkrankung detektieren kann, nicht aber das spezifische

Karzinom.

5.7.1 Elektronische Nasen und Identifikation karzinomspezifischer VOCs

Zum Einsatz von elektronischen Nasen in der Detektion von Lungenkarzinomen gibt es
bereits vielversprechende Ansétze, allerdings ist bis dato ein klinischer Einsatz als Screening
nicht moéglich. Dies hangt vor allem damit zusammen, dass der Einsatz elektronischer Nasen
teuer ist, die Probensammlung und -lagerung nicht standardisiert ablduft, die Analyse der
Atemproben zu lange dauert, und dass das Medium (der verwendete Absorber oder Sensor),
mit welchem die Atemproben durch die elektronische Nase analysiert werden, nicht
einheitlich ist (110). Auch gibt es unterschiedliche wissenschaftliche Meinungen dariiber,
welche VOCs durch elektronische Nasen nachgewiesen werden sollten. Bisher ist noch nicht
klar, welche VOCs Hunden anzeigen, dass ein Patient an einem Karzinom erkrankt ist.
Weiterhin ist unklar, ob es sich um ein einziges karzinomspezifisches VOC oder vielmehr um
ein Profil an VOCs handelt, das oder die in erhohter oder erniedrigter Konzentration oder
sogar exklusiv bei Patienten mit einem Lungenkarzinom vorliegen (82,93).

Obwohl bisher 24 VOCs als potentielle Lungenkarzinommarker identifiziert wurden, wie zum
Beispiel Aldehyde, 2-Butanon und 1-Butanol (49), stimmen die verschiedenen Studien in
ihrer Identifikation von lungenkarzinomspezifischen VOCs nur wenig tberein. Hinzukommt,
dass nur wenige Studien die Identifikation von VOCs an eine Analyse von Proben durch
Spurhunde koppeln, wie es im Anschluss an diese Studie durchgefiihrt wird. Die Koppelung
einer ldentifikation von VOCs an die Bestatigung ihrer karzinomspezifischen Eigenschaften
durch ihre erneute Prasentation den Hunden gegentiiber in Form von synthetischen Proben,
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macht insofern Sinn, als dass mittlerweile in mehreren Studien — so auch in dieser — mit sehr
guten Ergebnissen gezeigt werden konnte, dass Hunde zur Diskriminierung von Proben
gesunder und Karzinompatienten in der Lage sind. Ein solches Vorgehen entspricht damit
einer positiven Bestatigung.

Bisherige Studien, die Detektionsraten von Hunden bei Prdsentation von synthetischen
Proben mit der Prasentation von Karzinomproben verglichen, erzielten sehr unterschiedliche
Ergebnisse: In einer Studie mit 108 Lungenkarzinompatienten und 121 Kontrollpatienten
konnte eine erhdhte Konzentration von 1-Propanol, 2-Propanol, Methylacetat, Hexanal,
Dimethylsulfid und Carbonsulfid in der Atemluft von Lungenkarzinompatienten
nachgewiesen werden, wobei die in dieser Studie konditionierten Hunde die synthetischen
Proben deutlich schlechter (Sensitivitat 21 %) als die eigentlichen Lungenkarzinomproben
(Sensitivitat 86 %) identifizierten (111), sodass dieser ,VOC-Cocktail“ somit ungeeignet zur
Detektion von Lungenkarzinomen zu sein scheint.

In einer anderen Studie von Buszewski et al. konnte per GC-MS eine héhere Konzentration
an Butanal, 2-Butanon, Ethylacetat, Acetat, Ethylbenzen, 2-Pentanon, 1-Propanol und 2-
Propanol in der Atemluft von 44 Lungenkarzinompatienten verglichen mit der Atemluft von
29 gesunden Kontrollpatienten festgestellt werden (112). Bei Prasentation von
synthetischen Atemproben, die mit diesen Substanzen angereichert waren, konnten Hunde
eine Sensitivitdt von 82,2 % und eine Spezifitdt von 82,4 % erreichen (112).

Eine andere Studie von Deng et al. ergab, dass Atemproben von Lungenkarzinompatienten
mehr 1-Butanol, 2-Butanon, 2-Pentanon und Hexanal enthalten, als Atemproben von
gesunden Probanden (113). Diese Verbindungen wurden daraufhin in einer Studie auf einem
FlieB absorbiert und Hunden prasentiert, wobei diese tatsachlich drei von vier synthetischen
Proben als Karzinomproben identifizierten (90).

Lungenkarzinomzellen scheinen allerdings nicht nur andere VOCs oder VOCs in groReren
Mengen zu produzieren als normale Zellen, sondern offensichtlich auch Substrate wie
beispielsweise Aldehyde zu verbrauchen, die dann in einer geringeren Konzentration

bestimmter VOCs resultieren (114).

In einer weiteren Studie von Wang et al. wurde eine alternative Technik zur Identifikation
karzinomspezifischer VOCs genutzt: Es wurden wahrend einer Ein-Lungen-Beatmung
wahrend einer Lungenkarzinomoperation die VOC-Profile des karzinombetroffenen

Lungenfliigels und des gesunden Lungenfligels, sowie das VOC-Profil des
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karzinombetroffenen Lungenfliigels vor und nach der Operation verglichen (115). Die
Konzentrationen an Caprolactam und Propionsaure unterschieden sich vor der Entfernung
des Tumors in der Atemluft der gesunden und der betroffenen Lunge, wahrend ihr Anteil an
den gesamten VOCs nach der Operation in beiden Proben dhnlich war (115). Dies bedeutet,
dass karzinomspezifische VOCs existieren, die nur so lange nachzuweisen sind, wie lange sich
ein Karzinom im Korper eines Patienten befindet, wahrend sie nach Entfernung des
Karzinoms sofort nicht mehr nachzuweisen sind und betont damit nochmals die Eignung

einer Bestimmung von VOCs in der Lungenkarzinomdiagnostik.

Die Identifikation karzinomspezifischer VOCs wird demnach die Aufgabe und
Herausforderung weiterfihrender Studien sein, damit eine nicht-canine Screeningmethode
fir das Lungenkarzinom entwickelt werden kann, die eine identische oder hohere

Sensitivitat und Spezifitat wie die canine Nase erreicht.
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6 Zusammenfassung

Die Prognose eines Lungenkarzinompatienten ist abhangig von Alter, Diagnosezeitpunkt und
histologischem Subtyp des Lungenkarzinoms. Auf das Erkrankungsalter und auf den
histologischen Subtyp hat ein Patient bis auf den Versuch der Lebensstilanderung zur
Primarpravention keinen Einfluss — den Diagnosezeitpunkt kdnnte man durch die Etablierung
eines Screenings auf das Lungenkarzinom verandern und die Mortalitatsrate der Erkrankung

dadurch senken.

Ziel dieser Studie war es zu zeigen, dass ein speziell konditionierter Spirhund durch
Beurteilung von Urin und Atemluft von Patienten ein Lungenkarzinom detektieren kann. Die
Eigenschaften des Patientenkollektivs wurden bis auf das Alter und die Karzinom-/
Tumoranamnese hierfir moéglichst wenig eingeschrankt, um die Fahigkeit eines Hundes an
einem Kollektiv zu testen, welches — ebenso wenig vorselektiert — einer Screeningpopulation
in einer Hausarztpraxis entsprechen kdnnte.

Als nicht-invasive Methode und aufgrund der einfachen Probenbeschaffung stellt die
Analyse von Urin oder Atemluft einen Hoffnungstrager in der Entwicklung eines

Lungenkarzinomscreenings dar.

In der vorliegenden Studie wurde mithilfe eines professionellen Hundetrainers und -fihrers
ein Hund konditioniert, zwischen Atem- und Urinproben von 41 Karzinompatienten und 205
gesunden Patienten zu differenzieren. Der Hund musste hierbei jeweils eine Karzinomprobe
unter flnf Kontrollproben in einem doppelblinden Versuchsaufbau detektieren.

Die Detektion von Lungenkarzinomen im Urin der Patienten gelang mit einer Sensitivitat von
87,8 % und einer Spezifitdt von 97,6 %; in der Atemluft der Patienten mit einer Sensitivitat
von 78,0 % und einer Spezifitdt von 95,6 %. Die Spezifitat der olfaktorischen Detektion war
damit in dieser Studie geringfligig besser als die Sensitivitdt der olfaktorischen Detektion,
wobei in dieser Studie insgesamt eine hohere Sensitivitdt erreicht wurde als mit
diagnostischen Alternativen zur Detektion eines Lungenkarzinoms, wie beispielsweise der
Bronchoskopie.

Die CT konnte in dieser Studie als Goldstandard Uberzeugen, jedoch muss ihr Einsatz
aufgrund der Strahlenbelastung und den haufigen falsch-positiven Ergebnissen im

Vorsorgescreening kritisch hinterfragt werden.
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Da ein Einsatz von Hunden zum Screening auf Lungenkarzinom aufgrund der Heterogenitat
bisheriger Studienkonzepte und einer damit verbundenen schwierigen Standardisierung
ihres Einsatzes als nicht zielfilhrend erscheint, stellt das Ziel zukilinftiger Studien die
Identifikation lungenkarzinomspezifischer VOCs dar. Ein Grundstein hierfiir wurde durch die
parallele Kollektion von jeweils einer Urin- und Atemprobe derselben Patienten dieser
Studie und deren massenspektroskopischer Analyse am DKFZ Heidelberg gelegt. Das Ziel ist

die Etablierung einer elektronischen Nase zur Detektion von Lungenkarzinomen.

Die endglltige Entwicklung eines Tests, welcher identifizierte lungenkarzinomspezifische
VOCs nachweist, dhnlich wie ein Schwangerschaftstest das RHCG im Urin von Patientinnen
nachweisen kann, konnte viele Leben retten. Er ware nichtinvasiv, standardisiert und einfach

an jedem Ort einsetzbar.
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1. Liste der im Priifplan verwendeten Abkiirzungen

BC Bronchialkarzinom

EU Européische Union

FEV1 Forciertes expsiratorisches Atemvolumen, Messgrofie bei
Lungenfunktion

FEV1/VCmax Tiffneau-Wert, Messgrofde bei Lungenfunktion

TLC Totale Lungenkapazitit, Messgrofde bei Lungenfunktion

VC Vitalkapazitat, Messgrofde bei Lungenfunktion

PET Positronen-Emissions-Tomographie

CT Computertomographie

MRT Magnetresonanztomographie

PY Erfassungsgrofie fiir Raucherjahre (1PY = 1 Schachtel/Tag pro

Jahr)

CRC Kolorektales Karzinom

2. Stand der Wissenschaft / Hintergrund

Krebserkrankungen sind aktuell die zweithaufigste Todesursache in Deutschland und
werden in den kommenden 10 Jahren zu der haufigsten Todesursache in entwickelten
Landern [1]. Der Krebs von Luftrohre, Bronchien und Lunge - kurz Lungenkrebs - ist in
Deutschland das zweithdufigste Krebsleiden bei Mannern und das dritthdufigste
Krebsleiden bei Frauen [2]. Dreimal so viele Manner wie Frauen erkranken an
Lungenkrebs. Laut Gesundheitsberichterstattung des Bundes (Gesundheit in
Deutschland, 2006) erkrankten im Jahr 2002 etwa 32.550 Manner an Lungenkrebs, das
sind knapp 15 Prozent aller Krebserkrankungen beim mannlichen Geschlecht, die mehr
als ein Viertel aller Krebstodesfalle bei Mdnnern verursachen [3]. Bei den Frauen macht
der Lungenkrebs mit jahrlich rund 12.450 Neuerkrankungen derzeit sechs Prozent aller
bdsartigen Tumoren aus und verursacht etwa sechs Prozent der Krebstodesfille.

Die Neuerkrankungsrate (Inzidenz) liegt laut Gesundheitsbericht bei deutschen
Méannern und Frauen in Bezug auf die EU im mittleren Bereich. Der Hauptrisikofaktor
fiir Lungenkrebs ist seit langem bekannt. So sind bei Mannern bis zu 90 Prozent, bei
Frauen derzeit bis zu 60 Prozent der Lungenkrebsfille auf das aktive Zigarettenrauchen
zurlickzufiihren [4]. Bei deutschen Mannern erreichte die Mortalitit wie die Inzidenz
zwischen Mitte der 1970er und Ende der 1970er Jahre ihren Hochststand. Seitdem ist
ein ricklaufiger Trend der altersstandardisierten Erkrankungsraten erkennbar, und
zwar um durchschnittlich 0,9 Prozent pro Jahr. Da aber der Anteil dlterer und alter
Maénner in der Bevolkerung wachst, steigt die absolute Zahl jahrlicher Neuerkrankungen
um 0,9 Prozent pro Jahr an.

Bei Frauen zeigt sich ein gegenldufiger Trend: Bei ihnen stieg aufgrund eines
gesteigerten Zigarettenkonsums die altersstandardisierte Inzidenz seit den 1980er
Jahren um jahrlich 4,5 Prozent. Gleichzeitig nahm die absolute Zahl der jahrlichen
Neuerkrankungen um sechs Prozent pro Jahr zu.

Der Lungenkrebs ist eine schwierig zu behandelnde Erkrankung. Unbehandelt fiihrt er,
unabhangig vom Tumorstadium, im Durchschnitt innerhalb von 10 Monaten zum Tod
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des Patienten [5]. Die besten Uberlebensaussichten (Heilung bzw. Lebensverlingerung
um mehrere Jahre) haben Patienten, die aufgrund eines limitierten Tumorstadiums
operiert werden konnen [6]. Dies sind 30-40% der Patienten. Dies setzt jedoch eine
frithzeitige Identifizierung der meist asymptomatischen Patienten voraus. Hierbei
kommen vor allem bildgebende (Rontgen-Thorax, Computertomographie) und fiir den
Patienten belastende invasive Verfahren zur Gewebegewinnung zum Einsatz
(Bronchoskopie mit Ultraschall (EBUS) und Punktion (FNA), bildgesteuerte Punktion).
In den letzten Jahren wurde die Positronen-Emissions-Tomographie (PET), ein
bildgebendes Verfahren der Nuklearmedizin, das Schnittbilder von lebenden
Organismen erzeugt, indem es die Verteilung einer schwach radioaktiv markierten
Substanz (Radiopharmakon) im Organismus sichtbar macht und damit biochemische
und physiologische Funktionen abbildet (funktionelle Bildgebung), als Staging-
Instrument vermehrt eingesetzt.

Leider zeigen zunehmend mehr klinische Studien, dass die durch das PET gegebenen
Moglichkeiten, Lungentumoren eindeutig und friihzeitig zu identifizieren, ebenfalls
limitiert sind [7,8]. Somit sind die bestehenden Diagnosemethoden technisch aufwendig,
teuer, aber leider immer noch unzureichend und eine Vorsorgeuntersuchung fiir
Lungenkrebs existiert bis heute nicht.

Im Gegensatz zum Darmkrebs ist eine Vorsorgeuntersuchung fiir Lungenkrebs in
Europa nicht etabliert.

Zurtuckgehend auf erste Erfahrungsberichte aus dem Jahr 2001 [9,10] wurde vereinzelt
versucht, Hunde auf die Identifikation von krebsspezifischen organischen Verbindungen
in der Atemluft von Patienten mit Lungentumoren zu trainieren. In einzelnen Serien
wurden hierfiir eine alle bildgebenden Verfahren ibertreffende Spezifitit und
Sensitivitdit von 99% berichtet [10]. Die in diesen Publikationen angewendeten
Studiendesigns lassen sich jedoch nur mit Einschrankungen auf die klinische Praxis
libertragen.

Darmkrebs ist bei Mdnnern das dritthdufigste Krebsleiden und bei Frauen sogar das
zweithaufigste [2]. Es besteht daher eine grofie Notwendigkeit - ebenso wie beim
Lungenkrebs - fiir eine Fritherkennung bzw. einer geeigneten Vorsorgeuntersuchung
fir Darmkrebs.

Zur Zeit wird zur Darmkrebsvorsorge ab dem 50. Lebensjahr ein Stuhltest auf Blut
(Hamoccult-Test) und ab dem 55. Lebensjahr alle 10 Jahre eine Darmspiegelung
(Koloskopie) durchgefiihrt.

Hierbei ist zu beachten, dass der Stuhltest eine schlechte Sensitivitit von ca. 30% hat
und die Koloskopie hat eine hohere Sensitivitait von bis zu 94% - wird allerdings
lediglich von ca. 25% der Bevolkerung wahrgenommen. Dies hdngt wahrscheinlich mit
der Invasivitiat der Darmspiegelung zusammen, sodass viele die Vorsorge ablehnen.

Im Jahr 2010 gab es 33.800 Neuerkrankungen bei Mdnnern und 28.620 bei Frauen. Im
gleichen Jahr starben 13.489 Manner und 12.510 Frauen an einem Darmtumor. [11]
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Betroffene spiliren lange Zeit lang nichts von einem Darmtumor, da die typischen
Symptome wie Blut im Stuhl, lange anhaltender Durchfall, chronische Verstopfung oder
andere Veranderungen der Verdauung erst zu einem spaten Zeitpunkt auftreten.

Eine ausschlielliche operative Entfernung des Tumors wird allerdings nur
durchgefiihrt, solange der Tumor noch nicht gestreut hat - also im frithen Stadium
(Stadium I-III, ohne Metastasen). Bei fortgeschrittenen Stadien wird nach der Operation
in der Regel noch eine Chemotherapie angeschlossen. Die Kosten einer solchen Therapie
(die meist ein halbes Jahr dauert) betragen rund 20.000 Euro pro Patient [11].

Hat ein Patient einen Tumor im Stadium IV (Metastasen), so belaufen sich die Kosten -
da meistens eine Antikdrpertherapie notig ist - sogar auf 10.000 Euro pro Monat.

Eine Fritherkennung von Darmkrebs ermoglicht daher nicht nur ein besseres Outcome
fiir die Patienten, sondern auch finanzielle Einsparungen.

Die Brauchbarkeit einer Screeningmafdnahme lasst sich durch folgende Parameter
beschreiben:

Sensitivitdt: Wahrscheinlichkeit, dass eine erkrankte Person als krank erkannt wird,
Spezifitdt: Wahrscheinlichkeit, dass eine gesunde Person nicht als krank bezeichnet
wird. Diese Maf3e beschreiben die Giite des Tests und kénnen in der hier dargestellten
Studie bestimmt werden.

Flr die Brauchbarkeit eines Tests als Fritherkennungsverfahren in der Bevolkerung sind
auch noch von Bedeutung:

Positiver prddiktiver Wert: Wahrscheinlichkeit, dass eine test-positive Person
tatsichlich krank ist,

Negativer prdadiktiver Wert: Wahrscheinlichkeit, dass eine test-negative Person
tatsachlich gesund ist.

Diese Mafde hingen sowohl von Sensitivitdt und Spezifitidt des Tests als auch von der
Haufigkeit (Pravalenz) der Erkrankung in der untersuchten Bevolkerung ab. So kénnen
auch Tests mit hoher Spezifitit bei seltenen Erkrankungen zu einer erheblichen Zahl
von falsch positiven Ergebnissen fiihren.

Positiver und negativer pradiktiver Wert kénnen aus dieser Studie nur abgeschatzt
werden, wenn man zusatzlich Informationen uber die Inzidenz bzw. Pravalenz der
Erkrankung hat. Die epidemiologischen Krebsregister kénnen solche Zahlen zur
Verfligung stellen.

3. Hypothese

Ziel der Untersuchung ist es die Sensitivitat und Spezifitit der olfaktorischen Detektion
in der Ausatemluft / Urin (Lungenkrebs) und im Stuhl / Urin (Darmkrebs) in einer
prospektiven Patientenpopulation (BC N=100, CRC N=100) zu bestimmen. Hierbei wird
eine Sensitivitit > 90%, und eine Spezifitait > 90% erwartet. Aufgrund der fehlende
Invasivitat ware die olfaktorische Detektion, wenn technisch in eine elektronische Nase
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Ubertragbar, eine von der Breite der Bevdlkerung angenommene und glinstige
Vorsorgeuntersuchung.

En detail:

1.) Testung der Sensitivitat und Spezifitat der olfaktorischen Tumordetektion in der
Atemluft von 100 Lungenkrebspatienten im Vergleich zum Ro6-Thx,
Bronchoskopie und Tumormarkern CYFRA-21 und CEA.

Erwartung: Sensitivitat > 90%, Spezifitat > 90%.

2.) Testung der Sensitivitit und Spezifitit der olfaktorischen Tumordetektion in
Stuhl und Urin von 100 Darmkrebspatienten (inkl. Polypen tiber 20 mm) im
Vergleich zur Koloskopie und Himoccult. Sensitivitat > 90%, Spezifitit > 90%.

3.) Identifikation der krebsspezifischen Trigger-Molekiile in der Ausatemluft und im
Stuhl via HPLC.

4. Zielgrofde

Hauptzielgrofie: Sensitivitat der olfaktorischen Detektion in der Ausatemluft / Urin
(Lungenkrebs) und im Stuhl / Urin (Darmkrebs)

Nebenzielgrofde: Sperzifitit der olfaktorischen Detektion in der Ausatemluft / Urin
(Lungenkrebs) und im Stuhl / Urin (Darmkrebs)

Zusammen mit dem Deutschen Krebsforschungszentrum soll danach eine
massenspektroskopische Analyse (HPLC) der durch den Hund entdeckten Molekiile
erfolgen mit dem bionischen Ziel, ein technisches Chip-Verfahren (Elektronische Nase)
fir die breite Anwendung zu entwickeln. Ein geeignetes Chip-Verfahren konnte als
einfache, kostenglinstige und nicht-invasive Vorsorge in der breiten Bevélkerung
eingesetzt werden.

5. Studiendesign

Im Folgenden werden die Populationen dargestellt

e Lunge
o Ausbildungskollektiv
o Studienkollektiv

e Kolon
o Ausbildungskollektiv
o Studienkollektiv

Sowie

e die Biometrie
e die Rekrutierung
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5.1. Studienpopulation ,Lunge“

Kollektiv A Kollektiv B Kollektiv C Kollektiv D
Beschreibung | Ausbildungskoll | Ausbildungskollek | Studienkollektiv Studienkollektiv
ektiv tiv BC-Patienten Kontrollpersonen
BC-Patienten Kontrollpersonen
Einschluss- > 45-80 1] > 45-801L] > 45-80L] > 45-80L]
kriterien » Einwilligung |»> Einwilligungsfa |»> Einwilligungsfa (> Einwilligungsfa
sfahig hig hig hig
» Gesichertes |» Unauffillige » Gesichertes BC (> Unauffillige
BC kardiopulmona kardiopulmona
le Auskultation le Auskultation
Ausschluss- » Komplette » Krebsanamnes | » Komplette » Krebsanamnes
kriterien Remission e Remission des e
des BC BC
» Andere » Andere
maligne maligne
Erkrankung Erkrankung
aktuell oder aktuell  oder
wahrend der wahrend der
letzten finf letzten finf
Jahre Jahre
» Einwilligung » Widerruf der
Widerruf der Einwilligung
Rekrutierung | > Klinikum » Klinikum » Klinikum » Klinikum
Darmstadt Darmstadt Darmstadt Darmstadt
» Lungenzent | » Lungenzentru | » Lungenzentru | » Lungenzentru
rum m Darmstadt m Darmstadt m Darmstadt
Darmstadt (Prof. (Prof. (Prof.
(Prof. Steinmetz, Dr. Steinmetz, Dr. Steinmetz, Dr.
Steinmetz, Forster) Forster) Forster)
Dr. Forster) » Uniklinikum » Uniklinikum
Frankfurt Frankfurt
Thoraxchirurg Thoraxchirurg
ie (Leitung ie (Leitung
Prof. Dr. Prof. Dr.
Kleine) Kleine)
> St > St
Elisabethen- Elisabethen-
Krankenhaus Krankenhaus
Frankfurt Frankfurt
Fallzahl 40 160 100 400
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5.2. Studienpopulation ,Darm*

Kollektiv E Kollektiv F Kollektiv G Kollektiv H
Beschreibu | Ausbildungskolle | Ausbildungskollekti | Studienkollektiv Studienkollektiv
ng ktiv \4 CRC-Patienten Gesunde
CRC-Patienten Kontrollpersonen Kontrollpersonen
Einschluss- | > 45-801L] > 45-80L] > 45-80L] 45-80 1]
kriterien » Einwilligungsf | > Einwilligungsfah | > Einwilligungsf | Einwilligungsfahi
ahig ig ahig g
» Bekanntes » Unauffallige » Bekanntes CRC | Unauffallige
CRC / Polypen Koloskopie / Polypen > 20 | Koloskopie
> 20 mm mm
Ausschluss- | > Komplette » Krebsanamnese | » Komplette » Krebsanamnes
Kriterien Remission des | » Chronisch Remission des e
BC entziindliche BC » Chronisch
» Andere Darmerkrankun | > Andere maligne entzilindliche
maligne gen Erkrankung Darmerkranku
Erkrankung (auch in der ng
(auch in der Anamnese)
Anamnese) » Widerruf der
» Widerruf der Einwilligung
Einwilligung )
Rekrutieru |» Klinikum » Klinikum » Klinikum » Klinikum
ng Darmstadt Darmstadt Darmstadt Darmstadt
» Magen-Darm- |» Magen-Darm- » Magen-Darm- |>» Magen-Darm-
Zentrum Zentrum Zentrum Zentrum
Darmstadt Darmstadt Darmstadt Darmstadt
Fallzahl 40 160 100 320
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Biometrie:

Die Sensitivitdt des Verfahrens wird geschatzt durch den Anteil der richtig positiven an
den Fallen (Kollektive A, C, E, G), die Spezifitit der Verfahren geschatzt durch den Anteil
der richtig negativen an den Kontrollen (Kollektive B, D, F, H). Es werden 95%-
Konfidenzintervalle angegeben, so dass es moglich ist, die Prazision der Angabe von
Sensitivitat und Spezifitdat zu bestimmen. Wenn die Sensitivitat oder Spezifitat bei 80%
liegt hat das 95%-Konfidenzintervall eine Breite von +8.8% bei 80 Probanden, von
+7.8% bei 100 Probanden, von +4.4% bei 320 Probanden und von + 3.9% bei 400
Probanden. Betragt die Sensitivitit oder Spezifitit sogar 95%, hat das 95%-
Konfidenzintervall eine Breite von +4.8% bei 80 Probanden, von +4.3% bei 100
Probanden, von £2.4% bei 320 Probanden und von % 2.1% bei 400 Probanden.

Die biometrische Unterstiitzung erfolgt durch Frau --------------------- , Institut fir

Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik, Universititsmedizin der
Johannes Gutenberg-Universitat.

Rekrutierung:

e 2. Med. Klinik, Klinikum Darmstadt GmbH; Direktor -----------cccecemmmmmee- ,
Grafenstrasse 9, 64283 Darmstadt.

e Lungenzentrum Darmstadt: Praxis im Facharztezentrum am Klinikum
Darmstadt, Grafenstrafde 13 in 64283 Darmstadt unter der Leitung von ------------

e Uniklinikum Frankfurt: Abteilung Thoraxchirurgie unter der Leitung von ----------
---------------- Theodor-Stern-Kai 7 in 60590 Frankfurt (Main)

e St Elisabethen-Krankenhaus Abteilung Thoraxchirurgie unter der Leitung von --
--------------------- ; Ginnheimer Strafe 3 in 60487 Frankfurt (Main)

@ , Dieburger Strafde 29, 64287 Darmstadt
6. Studienablauf und Untersuchungsmethoden
6.1. Aufstellung samtlicher studienbedingten Untersuchungen

a) Bei den Studienteilnehmern aller 8 Studienkollektive werden
durchgefiihrt:
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Anamnese mit Focus auf bestehende Lungen- bzw. Darmerkrankungen, weitere
bestehende Tumorerkrankungen, Nikotinkonsum.

b) Bei Patienten der Kollektive A-D: Atemproben: 3 bis 5-maliges tiefes
Ausatmen (500 ml - 1000 ml) durch ein Untersuchungsrohrchen. Urinprobe aus
dem Spontanurin (20 ml).

Konditionierungskollektive A / B
Kollektiv A hat ein bekanntes BC in situ. Kollektiv B hat keinen klinischen Hinweis
auf ein BC in den letzten 12 Monaten erhalten.

Studienkollektive C / D

Kollektive C / D rekrutieren sich prospektiv aus den laufenden pneumologischen
Patienten der teilnehmenden Zentren. Kollektiv C hat Nachweis eines BC und
erhdlt im Rahmen der Routine-klinischen Abklarung ein CT-Thx, Bronchoskopie
und Tumormarker. Kollektiv D hat keinen Nachweis eines BC.

c) Bei Patienten der Kollektive E-H: Abgabe einer Stuhl- und Urinprobe. Die
Stuhlprobe (20-40 g) wird mit dem letzten Stuhlgang vor Beginn des Abfiihrens

abgenommen, die Urinprobe aus dem Mittelstrahl-Morgenurin vor Beginn des
Abfihrens (20 ml).

Konditionierungskollektive E / F

Kollektiv E hat ein bekanntes CRC in situ. Kollektiv F hat eine Vorsorgekoloskopie
ohne Nachweis von Polypen oder Malignomen in den letzten 12 Monaten
erhalten.

Studienkollektive G / H

Kollektive G / H rekrutieren sich prospektiv aus dem laufenden Koloskopien der
teilnehmenden Zentren. Kollektiv G hat Nachweis eines neuen CRC oder Polypen
> 20 mm vor dessen Entfernung. Kollektiv H hat keinen Nachweis eines Polypen
oder CRC. Patienten werden je nach Ergebnis der Koloskopie dem jeweiligen
Kollektiv zugeordnet.

Bei allen als Kontrollpersonen eingeschlossenen Probanden wird nach 1 Jahr
noch erfragt, ob zwischenzeitlich ein Tumor diagnostiziert wurde.

Es sind keine weiteren Studienspezifischen Untersuchungen am Patienten
erforderlich.

6.1.1. Blutentnahmen
Keine.

6.1.2. Gewebeentnahmen
Keine.
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6.1.3. Probengewinnung und Untersuchungen

a)

b)

d)

Fir die in 6.1 als Untersuchung b) ausgewiesene Atemprobe miissen die
Studienteilnehmer 3 bis 5-malig tief einatmen und anschlieffend ruhig und
anhaltend (nicht forciert) durch ein Probenréhrchen ausatmen. Das
Probenrohrchen ist ein Glaszylinder, der mit einer mit einem Silikonol
benetzten Polypropylenwolle ausgekleidet ist. Die organischen Verbindungen
der Atemluft werden in der silikonisierten Polypropylenwolle fixiert. Die
Untersuchungsrohrchen werden an beiden Enden durch Gummistopfen
verschlossen.  Die  Untersuchungsrohrchen @ werden  mit einem
pseudonymisierten Patientencode erfasst (siehe 9.2). Die Probe wird bei -80 C
kryokonserviert.

Fir die in 6.1 als Untersuchung b) ausgewiesene Urinprobe miissen die
Patienten 20 Milliliter eines Spontanurins sammeln und abgeben. Der Urin
wird in Urinbechern gesammelt und in Rohrchen umgefiillt. Die
Untersuchungsrohrchen werden mit einem pseudonymisierten Patientencode
erfasst (siehe 9.2). Die Probe wird bei -80 C kryokonserviert.

Fir die als Untersuchung c) ausgewiesene Stuhlprobe miissen die Patienten
mit einem kleinen Spatel einen Teil ihres Stuhls (20 - 40 g) in ein dafir
vorgesehenes Probenrohrchen fillen und abgeben. Die
Untersuchungsrohrchen werden mit einem pseudonymisierten Patientencode
erfasst (siehe 9.2). Die Probe wird bei -80 C kryokonserviert.

Fir die in 6.1 als Untersuchung c) ausgewiesene Urinprobe miissen Patienten
die 20 Milliliter ihres ersten Morgenurins vor Beginn der Abfiihrmassnahme
sammeln und abgeben. Der Urin wird in Urinbechern gesammelt und in
Rohrchen umgefiillt. Die Untersuchungsrohrchen werden mit einem
pseudonymisierten Patientencode erfasst (siehe 9.2). Die Probe wird bei -80 C
kryokonserviert.

Flr die Untersuchung der Probenréohrchen werden 3 Hunde konditioniert. Die
Tiere werden von Herrn ----------====----- (Hundezentrum ---------------- | mmmmm—————-
------------------------ ; o) trainiert. Nach der
Konditionierungsphase Kollektive A/B und E/F (eine pathologische Probe des
Kolletivs A, bzw. E unter 4 unauffilligen Proben des Kollektivs B, bzw. F)
erfolgt die Analyse der Studienpopulation (Eine Probe des Kollektivs C oder G

in 4 Proben des Kollektivs D, bzw. H). Herr ---------------- arbeitet seit mehr als
15 Jahren als Hundetrainer und bildet unter anderem Spiirhunde fiir den
Polizeidienst aus. Herr ------------------ hat die Konditionierung und

Auswertung der grofdten europdischen Vorstudie zur olfaktorischen
Detektion geleitet [10,12].

Die molekulare Auswertung der Proben erfolgt pseudonymisiert am DKFZ.
Per HPLC werden molekulare Unterschiede in den gesunden und
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pathologischen Kollektiven definiert. Diese Daten werden mit den Befunden
der olfaktorischen Detektion korreliert um olfaktorische potente Zielmolekiile
zu definieren. Potentielle Zielmolekiile werden hiernach als Chemikalie
kduflich erworben und in dquipotenten Dosen den Hunden re-exponiert
(ebenfalls 1 (Zielmolekiil) aus 15 (nicht-Zielmolekiil)).

6.1.4. Lagerung der Proben
Die Atemproben mit der silikonisierten Polypropylenwolle, die Stuhlproben und
die Urinproben werden am Klinikum Darmstadt verschlossen bei - 80°C gelagert.

6.1.4.1. Lagerungszeitraum

Die Probenréhrchen werden bis zur Beendigung den Tierexperimenten bzw. bis
zur Auswertung am Deutschen Krebsforschungszentrum gelagert. Nach
Abschluss der Studie werden sie vernichtet.

6.1.4.2. Blut-, Gewebebank
Es wird keine Blut- oder Gewebebank eingerichtet.

6.1.4.3. Vernichtung der Untersuchungsproben
Die Untersuchungsproben werden nach Abschluss der Studie verschlossen und
entsorgt.

6.1.4.4. Die Anschrift des Labors, der Name des verantwortlichen Arztes
Trifft nicht zu.

6.1.4.5. Kennzeichnung der Proben
Die Probenrohrchen werden mit einem pseudonymisierten Code, der eine
Nummer, sowie ein oder zwei Buchstaben enthalt, gekennzeichnet (siehe 9.2).

7. Zeitrahmen der Studie

Finalisierung Projektplan - erfolgt

Einreichung Ethikkomission - erfolgt

Freigabe Ethikkomission - erwartet fiir 1/2016

Start Probensammlung fiir Konditionierung Q1/2016 - Q3/2016
Konditionierung Hunde Q2/2017

Start Probensammlung und canine Auswertung Patienten Q3/2016 - Q3/2017
Q4/2017 - Q2/2018 Massenspektroskopische Detektion der Ziel-Molekiile im
Atemvolumen/Urin/Stuhl

Q3 2017 Bestimmung der Sensitivitat / Spezifitat der olfaktorische Diagnostik
durch Hunde im Kontext der Lungencarcinomdiagnose

Q3 2017 Bestimmung der Sensitivitat / Spezifitat der olfaktorische Diagnostik
durch Hunde beim Nachweis von colorektalen Polypen.

Q3/2018 Synthetische Herstellung der Ziel-Molekiile
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e (Q4/2018 Re-Exposition der Hunde mit synthetischen Zielmolekiilen
e Q4 2018 Erzeugen der Ergebnisdokumente

8. Besondere Risiken
keine

9. Datenschutz (Datenerfassung,- auswertung, -weitergabe)

9.1. Datenbank: Es wird eine zentrale Datenbank (Excel) am Klinikum Darmstadt
gefiihrt.

9.1.1. erfasste Daten / Riickfiihrbarkeit der Daten

Die Daten jedes Studienteilnehmers werden nach einem einheitlichen Code
pseudonymisiert, um eine spatere biometrische Abgleichung der Ergebnisse zu
ermoglichen. Erfasst werden: Name, Alter, Raucheranamnese (Py), Alkoholanamnese,
Harnwegsinfektanamnese; bei Kollektiv A-D zusatzlich Lungenfunktion (VC, FEV1),
histologisches Ergebnis, Tumormarker, bronchoskopisches Ergebnis, radiologisches
Ergebnis, Ergebnis der Koloskopie bei Kollektiven E-H, Tumorstadium,
Begleiterkrankungen.

9.1.2. Verstandigung der Patienten tiber Erkenntnisse

Das Studiendesign entspricht einer Feasibility Study. Aus den
Untersuchungsergebnissen ergibt sich fiir den Studienzeitraum keine therapeutische
Konsequenz. Die Patienten werden deshalb nicht iiber die Untersuchungsergebnisse
informiert.

9.1.3. Zeitraum der Datenspeicherung

Die Studienergebnisse sollen publiziert und in einer Dissertation von C. Feil verwendet
werden. Entsprechend den Vorgaben der Good Scientific Practice werden die Daten
deshalb fiir 10 Jahre nach Studienende gespeichert. Das Klinikum Darmstadt wird die
Daten verwalten.

9.1.4. Datenvernichtung

Das Klinikum Darmstadt wird die Dateien mit den gespeicherten Informationen der
Studienteilnehmer nach Ablauf der unter 9.1.3 angefiihrten Aufbewahrungspflicht
l6schen. Die Loschung beinhaltet Festplatten-Dateien auf Klinikrechnern und
Sicherungskopien auf Speichermedien.

9.2. Verschluisselung der Daten und Wahrung der arztlichen Schweigepflicht

Die Patienten werden durch arztliche Mitarbeiter des Klinikum Darmstadt iiber die
Studie aufgeklart und rekrutiert. Alle erfassen die Patientenproben mit den unter 9.1.1
erfassten Daten in pseudonymisierter Form.
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Hierzu wird im Klinikum Darmstadt allen Patienten ein mehrstelliger Code, beginnend
mit der Nummer 1 zugewiesen. Der Nummer wird eine Kennung fiir die Art der Probe
und damit die Zuordnung zu dem Lungen- oder dem Darmteilprojekt beigefiigt: Vor die
Zahl wird entweder ein S fiir stool, ein UL fir Urin+Lungenteilprojekt, ein UD fir
Urin+Darmteilprojekt oder ein B fiir breath gestellt.

Beispiel: Der erste Studienteilnehmer, der im Klinikum Darmstadt eine Stuhlprobe
abgibt, wird folgendes Pseudonym bekommen: S1.

Alle fiir die biometrische Auswertung erforderlichen Daten werden tabellarisch dem
Code der Patienten zugeordnet. Nur ------------------- bzw. Frau C. Feil verfiligen liber eine
Liste, mittels der die Codes den Studienteilnehmern zugeordnet werden konnen. Die
Zuordnungstabelle unterliegt der arztlichen Schweigepflicht und wird nicht an Dritte
weitergegeben. Die Liste wird ebenfalls nach 10 Jahren geldscht.

10. Wegeunfallversicherung
Nicht zutreffend.

11. Aufkliarungstext und Text der Einverstindniserklarung fir die
Studienteilnehmer
Siehe Anhang.

12. Statistik

Es werden Sensitivitit und Spezifitdit mit 95%-Konfidenzintervallen bestimmt. Unter
Verwendung von Krebsregisterdaten werden daraus positiver und negativer pradiktiver
Wert abgeschatzt.

Sensitivitat und Spezifitait des olfaktorischen Verfahrens kann mit Sensitivitait und
Spezifitat der Standardverfahren mittels Kreuztabellen und McNemar-Test verglichen
werden. Diese Analyse ist aber als explorativ zu verstehen.

Sollte sich herausstellen, dass bei als Kontrollen eingeschlossene Probanden im Verlauf
des folgenden Jahres ein relevanter Tumor diagnostiziert wurde, werden die
Berechnungen unter Ausschluss dieser Probanden - als Sensitivititsanalyse -
wiederholt.
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Identifikation von Lungentumoren in der Atemluft und/oder
im Urin von Patienten durch den Einsatz von Spiirhunden

Studienleiter Sub-Studienleiter

------------------------------- Leitender Oberarzt Sektionsleitung
Direktor Innere Medizin
Klinikum Darmstadt GmbH

Grafenstrafde 9 69120 Heidelberg
64283 Darmstadt

Im Neuenheimer Feld 280 Pneumologie

Charlotte Feil
Klinikum Darmstadt GmbH
GrafenstraRRe 9

64285 Darmstadt

INFORMATIONSBLATT

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Lungenkrebs ist eine schwierig zu diagnostizierende Erkrankung. Die besten
Heilungschancen haben Patienten, bei denen die Erkrankung sehr friith entdeckt wird.
Deshalb kommen bei der Untersuchung von Patienten mit einem Lungenkrebs-Verdacht
in der Regel mehrere unterschiedliche Untersuchungsverfahren zum Einsatz. Leider
sind die derzeit verfiigbaren Untersuchungsverfahren technisch aufwendig, fiir die
Patienten oft belastend und immer noch unzureichend. Eine Vorsorgeuntersuchung
besteht nicht.

In den vergangenen Jahren wurde vereinzelt versucht, Spiirhunde auf die Identifikation
von krebsspezifischen organischen Verbindungen in der Atemluft von Patienten mit
Lungentumoren zu trainieren. In mehreren wissenschaftlichen Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass die Vorhersagegenauigkeit der Spurhunde grofier war, als die
derzeit routinemafig eingesetzten Untersuchungsverfahren. Allerdings sind noch viele
Fragen offen, die einem klinischen Einsatz von Spirhunden in der Lungenkrebs-
Diagnostik noch im Wege stehen.

Das Klinikum Darmstadt fiihrt zusammen mit dem Lungenzentrum Darmstadt (Praxis ---
------------------------------------------- ), der Uniklinik Frankfurt (Abteilung Thoraxchirurgie/ Prof.
Dr. --------oee-- ) und dem St. Elisabethen-Krankenhaus Frankfurt (Abteilung
Thoraxchirurgie/ Prof. ----------------- ) eine Untersuchung zur Friihdiagnostik von
Lungenkrebs durch. Fiir diese wissenschaftlichen Untersuchungen bitten wir Sie um 1.
eine Atemluft-Spende (ca. 3 min Zeitaufwand) und 2. um eine Urin-Spende (ca. 3 min
Zeitaufwand). Die Untersuchungen sind fiir Sie mit keinen zusatzlichen Risiken oder
Nebenwirkungen verbunden. Sie werden keinen personlichen Nutzen von der
Atemluft- oder Urinspende haben. Zusatzlich benodtigen wir von lhnen fir die
wissenschaftliche Auswertung Angaben zu lhrem Alter, Threm Rauchverhalten
(Raucher/Nichtraucher) und bekannten oder vermuteten Tumorerkrankungen. Fiir die
Studiendurchfiihrung und - auswertung sind Atem- und Urinproben und Angaben von
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700 Patienten erforderlich, diese werden maximal 12 Monate aufbewahrt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen die Frage klaren, ob in der Atemluft von
Patienten mit Lungenkrebs bestimmte Stoffe (organische Molekiile) gemessen bzw.
durch die Hunde detektiert werden konnen, die mit der Erkrankung des Patienten in
direktem Zusammenhang stehen. Hierfliir werden Hunde mittels der Proben von
Lungenkrebspatienten und Kontrollpatienten konditioniert. Die Konditionierung erfolgt
analog der Ausbildung von Sprengstoffspiirhunden. Diese konditionierten Hunde
miissen dann Proben von Patienten aus dem Studienkollektiv erkennen; hierbei werden
dem Hund 4 Proben von gesunden Patienten und eine Probe eines Krebspatienten
prasentiert. Im gewiinschten Fall erkennt der Hund die Probe eines Krebspatienten,
wahrend er Proben von gesunden Patienten moglichst nicht erkennen soll.

Anschlief3end soll mithilfe des deutschen Krebsforschungszentrums eine ,elektronische
Nase“, ein sogenanntes Chip-Verfahren, entwickelt werden, das langfristig die
Hundenase ersetzen kann, aber die gleiche Arbeit leistet und die gleichen Ergebnisse
bringt.

Dadurch ist es in Zukunft vielleicht moéglich, zahlreiche aufwendige und fiir den
Patienten oft belastende Untersuchungen (z.B. Lungenspiegelung/Bronchoskopie)
einzusparen. Ein einfaches Chip-Verfahren wiirde aufserdem schneller zu einer Diagnose
fithren und konnte dartiiber hinaus als Vorsorgeuntersuchung eingesetzt werden.

So kénnten kiinftig einfach zu gewinnende Atem- bzw. Urinproben von Patienten in der
Lungenkrebsdiagnostik zur Abklarung eines pulmonalen Rundherds verwendet werden.

Dies wiirde die Diagnostik von Lungenkrebs vereinfachen - sowohl fiir den Patienten als
auch fiir die Arzte - und so zu einer fritheren Diagnostik eines Lungenkrebses fiihren.

Ihre Teilnahme an dieser wissenschaftlichen Untersuchung ist vollkommen freiwillig.
Sie konnen jederzeit lhr Einverstindnis zur Studienteilnahme ohne Angabe von
Griinden widerrufen, ohne dass lhnen daraus Nachteile fiir die weitere Behandlung
entstehen. Die wahrend dieser Untersuchung gesammelten Daten werden nur in
verschliisselter Form/anonymisiert weitergeleitet. Die Ergebnisse dieser Untersuchung
sollen gegebenenfalls veroffentlicht werden. Eine Vergiitung findet nicht statt.

Ihre pseudonymisierten Proben werden initial im Forschungslabor am Klinikum
Darmstadt gesammelt und zur olfaktorischen sowie molekularen Detektion zielgerichtet
und weiterhin pseudonymisiert zu den Analysezentren gebracht; nach Beendigung der
Untersuchungen und Auswertungen (geplant Ende 2017) werden Ihre Proben
vernichtet.

INFORMATION ZUM DATENSCHUTZ

Ilhre im Rahmen der wissenschaftlichen Untersuchung erhobenen Daten werden
vertraulich behandelt und ausschlief3lich in verschliisselter Form weitergegeben.
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Die fiir die wissenschaftliche Untersuchung wichtigen Daten werden in verschliisselter
(pseudonymisiert, ohne Namensnennung) Form in einen gesonderten
Dokumentationsbogen eingetragen. Hierbei erhalten Thre Proben eine Kennzeichnung
aus Ziffern und Buchstaben, die nicht mit dem Patienten direkt in Verbindung gebracht
werden kann. Die Ziffern und Buchstaben beschreiben um welches Material es sich
handelt und der wievielte Patient der Studie aufgenommen wurde.

Die Zuordnung der verschliisselten Daten zu lhrer Person ist nur anhand einer
Patientenliste moglich, die getrennt von den Studienunterlagen aufbewahrt wird und
nur dem Studienleiter und den oben genannten Arzten zuginglich ist. Die Daten werden
fiir die Dauer von 10 Jahren im Studienbiiro des Klinikum Darmstadt aufbewahrt und
hiernach vernichtet. Sollten Sie von der Studie zuriicktreten, konnen Sie entscheiden, ob
die bereits vorliegenden Daten vernichtet werden miissen oder ob die bisher erhobenen
Daten anonymisiert im Rahmen der Studie zur endgiiltigen Auswertung der Ergebnisse
weiterverwendet werden diirfen. Nach Widerruf der Einwilligung werden alle von Thnen
gesammelten Proben vernichtet. Eine Weitergabe von Daten an Dritte erfolgt nicht.
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EINVERSTANDNISERKLARUNG

Hiermit erkldare ich mein Einverstindnis zur Teilnahme an der Studie ,Identifikation
von Lungentumoren durch olfaktorische Detektion in der Atemluft und im Urin von
Patienten“ mittels des Einsatzes von Spiirhunden.

Ich kann mein Einverstdandnis jederzeit, formlos und ohne Nachteile widerrufen. Alle
Fragen zur Studie wurden zu meiner Zufriedenheit beantwortet. Eine Kopie des
Informationsblattes habe ich erhalten.

Ich erklare mich mit der Verwendung der im Rahmen der Studie erhobenen Daten in der

oben beschriebenen Weise einverstanden. Ich kann jeder Zeit meine Daten beim
Studienleiter einsehen und diese korrigieren.

Nachname:

Vorname:

Geburtsdatum:

Ort, Datum Unterschrift des Patienten/ der
Patientin
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