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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Maligne Lymphome entstammen entarteten Zellen des lymphatischen Gewebes und werden
in Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome unterteilt. Alle Entitaten, bei denen die fur das
Hodgkin-Lymphom  typischen aus  B-Lymphozyten hervorgehenden Hodgkin-
Reed-Sternberg-Zellen  fehlen, werden als Non-Hodgkin-Lymphome  bezeichnet
(ausgenommen lymphozyten-pradominantes Hodgkin-Lymphom). Insgesamt handelt es sich
bei Non-Hodgkin-Lymphomen gemal der aktuellen WHO-Klassifikation der malignen
Lymphome um weit Uber 70 einzelne Entitdten, welche anhand ihrer histologischen,
genetischen und immunchemischen Eigenschaften naher klassifiziert werden, um die
spezifisch erforderliche Therapie festzulegen. Eine dieser Entitaten stellt das Marginalzonen-
Lymphom des mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebes, das MALT-Lymphom, dar.
Dieses tritt in der Uberwiegenden Mehrheit der Falle im Gastrointestinaltrakt und hier bevorzugt
im Magen auf. Da MALT in allen Organen vorkommen kann, in die beispielsweise im Rahmen
von Entzindungs- oder Autoimmunprozessen Lymphozyten einwandern kdnnen, ist der
menschliche Magen bei weitem nicht der einzige Manifestationsort dieses Tumors. lhren
pathogenetischen Ursprung haben MALT-Lymphome haufig in der Lymphozytenmigration in
Organe, in denen physiologischerweise keine Lymphfollikel vorkommen. Bekannt ist zum
Beispiel, dass eine Infektion mit dem Bakterium Helicobacter pylori oder das Auftreten des
Sjogren-Syndroms das Risiko, an einem MALT-Lymphom zu erkranken, signifikant steigern.
Darlber hinaus existiert eine Vielzahl weiterer Risikofaktoren.

Zahlreiche Tumore weisen eine verstarkte Expression von Rezeptoren fir bestimmte
regulative Peptidhormone auf. Diese Uberexpression solcher Proteine stellt die molekulare
Basis sowohl fir die in-vivo-Lokalisation der Tumore, zum Beispiel mittels Szintigraphie oder
PET-CT, als auch fir die gezielte Pharmakotherapie oder Radiorezeptortherapie mit Hilfe von
stabilen Rezeptor-Liganden dar.

Chemokin-Rezeptoren sind membranstandige G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, deren
Aktivierung eine Wanderung von Zellen in Richtung der héchsten Chemokin-Konzentration
auslost. Der Chemokin-Rezeptor CXCR4 wird von vielen Zellen des blutbildenden Systems,
aber auch von vielen Stammzellen exprimiert. Der einzige bekannte natirliche Ligand ist das
Chemokin SDF-1 (Stromal cell-derived factor 1; CXCL12), welches noch an einem weiteren
Rezeptor, dem CXCRY7, bindet.

Aus der Literatur ist bekannt, dass etwa 70 Prozent aller Tumore eine Uberexpression des
CXCR4 aufweisen. Hierbei wird ein Zusammenhang mit der Aggressivitat der Tumore und
ihrem Metastasierungsverhalten diskutiert.

Wie beim CXCR4 handelt es sich auch bei den finf Somatostatin-Rezeptoren (SSTR) um G-

Protein-gekoppelte Rezeptoren, die in zahlreichen menschlichen Geweben nachweisbar sind.

1
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Darlber hinaus konnten verschiedene Somatostatin-Rezeptor-Subtypen, insbesondere der
SSTR2A und der SSTRS5, auch in diversen Tumoren und hierbei vor allem in gut differenzierten
neuroendokrinen Tumoren gefunden werden. Da in diesem Kontext bislang umfassende
Daten beispielsweise in Bezug auf diagnostische oder therapeutische Optionen fehlen, war es
das Ziel der vorliegenden Arbeit, die SSTR-Subtyp- und CXCR4-Expression in MALT-
Lymphomen zu untersuchen.

Hierzu wurden MALT-Lymphome verschiedener Lokalisationen von insgesamt 55 Patienten
immunhistochemisch untersucht. Diese wurden vom Institut fur Pathologie der Universitat
Wien und der Universitatsklinik flr Innere Medizin |, Klinische Abteilung fir Onkologie der
Universitat Wien, Osterreich, zur Verfligung gestellt.

Die immunhistochemische Farbung der Proben wurde mit spezifischen Antikbrpern gegen die
Somatostatin-Rezeptoren 1 bis 5 sowie gegen den CXCR4 vorgenommen. Anschlieend
wurde jedes Praparat lichtmikroskopisch untersucht und mit Hilfe des Immunreaktiven Scores
nach Remmele und Stegner ausgewertet, um eine Aussage Uber die Expressionsmenge und
-intensitat der jeweiligen Rezeptoren treffen zu kénnen. Weiterhin wurde die Expression des
Proliferationsmarkers Ki-67 lichtmikroskopisch durch Auszahlung des prozentualen Anteils an
positiven Zellkernen erfasst.

92,9 Prozent der Praparate zeigten eine Positivitat fir den CXCRA4. In 50 Prozent der Falle lag
eine SSTR5-Expression vor, in 35,7 Prozent der Falle fand sich der SSTRS, in 26,8 Prozent
der Falle der SSTR2. Bei 17,9 Prozent der Proben war der SSTR4 nachweisbar. Der SSTR1
war nur in einem Fall (1,8 Prozent der Falle) anfarbbar.

Die erreichbare Punktzahl im IRS lag zwischen 0 und 12 Punkten. Die SSTR1-Expression
zeigte einen IRS-Mittelwert von 0,04 Punkten. Der SSTR2A erreichte einen mittleren IRS von
1,39 Punkten und der SSTR3 von 1,86 Punkten. Auch der SSTR4 zeigte mit einem IRS-
Mittelwert von 1,20 Punkten nur eine geringe Expression in den untersuchten Proben. Der
SSTR5 wies von allen Somatostatin-Rezeptoren die héchsten IRS-Werte auf und erreichte im
Mittel 2,70 Punkte. Am intensivsten war die immunhistochemische Markierung des CXCR4.
Sie erreichte einen IRS-Mittelwert von 6,60 Punkten.

Das Ki-67-Protein konnte im Durchschnitt bei 19,30 Prozent der ausgezahlten Zellen
immunhistochemisch nachgewiesen werden.

Die untersuchten MALT-Lymphome entstammten funf unterschiedlichen Lokalisationen
(Unterkieferspeicheldruse, Ohrspeicheldrise, Augenhdhle, Schilddrise, Magen). Sie wurden
im Verlauf der vorliegenden Untersuchung uber die Einzelbetrachtung hinaus noch in gastrisch
und extragastrisch lokalisierte Tumore klassifiziert. Insgesamt zeigten die gastrischen MALT -
Lymphome in Bezug auf alle untersuchten Rezeptoren eine hdhere Expression im Vergleich
zu den extragastrisch lokalisierten Tumoren. Der hier gefundene Unterschied war vor allem
fur die SSTR-Subtypen 3, 4 und 5 signifikant.
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Weiterhin fand sich ein Zusammenhang zwischen der Expression des CXCR4 und des SSTR3
sowie des Ki-67-Proteins, wobei in Tumoren mit starker Positivitat fur die beiden Rezeptoren
auch mehr Ki-67-Protein nachweisbar war. Weitere Zusammenhange zeigten sich bei den
SSTR untereinander. So exprimierten Tumore mit einem hohen SSTR3-Besatz auch
signifikant haufiger den SSTR4 und den SSTR5 sowie den CXCRA4.

Da die zur Verfiigung gestellten Daten teilweise ausfihrliche laborchemische Informationen
zu bekannten immunologisch relevanten Begleiterkrankungen der Patienten enthielten, wurde
in der vorliegenden Untersuchung auch Uberpruft, ob im untersuchten Patientenkollektiv
signifikante Zusammenhange zwischen dem Rezeptor-Besatz der MALT-Lymphome und dem
Vorliegen einer dieser Begleiterkrankungen bestanden. Hier zeigte sich, dass Patienten mit
einem Sjogren-Syndrom eine signifikant hohere SSTR5-Expression in ihren MALT-
Lymphomen aufwiesen, als Patienten ohne Sjégren-Syndrom. Ebenso konnte nachgewiesen
werden, dass das Vorliegen von Autoantikorpern im Allgemeinen sich signifikant auf den
SSTR-Besatz von MALT-Lymphomen auswirkt. Demnach exprimieren Patienten mit positivem
Nachweis von Autoantikérpern signifikant haufiger den SSTR4 als Patienten ohne einen
entsprechenden Befund. Das Vorliegen einer Infektion mit dem Bakterium Helicobacter pylori
hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die Expression der Somatostatin-Rezeptoren oder
des CXCRA4.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der CXCR4 bei MALT-Lymphomen aufgrund seiner haufigen
und teilweise intensiven Expression in Zukunft eine interessante Zielstruktur fur die Diagnostik
oder Therapie dieser Tumorentitat darstellen konnte. So waren der Einsatz des CXCR4-
Antagonisten Plerixafor (AMD3100) oder des Ga®3-markierten Liganden Pentixafor zwei
denkbare Optionen fur die Therapie und die Diagnostik des MALT-Lymphoms. Da in Bezug
auf die SSTR nur der SSTR5 und der SSTR3 in ausreichendem Male in den Tumoren
exprimiert sind, erscheint hier, von einigen Ausnahmen abgesehen, eine SSTR-basierte
Diagnostik oder Therapie weniger sinnvoll. Falls eine solche dennoch angestrebt werden

sollte, sollten Pan-Somatostatin-Analoga gegentiber Octreotid bevorzugt werden.
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2 Einleitung

21 Das Polypeptid Somatostatin

Im Jahr 1972 gelang es erstmals, das bis dahin unbekannte zyklische Polypeptid Somatostatin
(Somatotropin-Release-Inhibiting-Hormon) aus Zellen der Hypothalami von Schafen zu
isolieren und dessen Aminosauresequenz zu entschlisseln (siehe Abbildung 1) (Brazeau et
al. 1973, Guillemin 2008, Hoyer et al. 1995, Stange et al. 1984). Durch weiterfihrende Studien
konnte anschlieRend belegt werden, dass die Somatostatin-Synthese allerdings keineswegs
nur auf den Hypothalamus begrenzt ist, sondern dass neben dem zentralen und peripheren
Nervensystem auch die meisten inneren Organe, unter anderem der Gastrointestinaltrakt, das
Pankreas, die Schilddriise, die Nieren und Nebennieren, die Prostata, die Plazenta sowie
Immunzellen zur Expression des Peptids befahigt sind (Corness et al. 1993, Mundschenk et
al. 2003, Patel 1999). Somatostatin tritt in zwei gewebespezifisch verteilten, biologisch aktiven
Formen auf. Man unterscheidet das aus 14 Aminosauren (AS) bestehende SST-14 vom SST-
28, welches am N-Terminus um weitere 14 Aminosauren verlangert ist (Patel 1999). Aus dem
aus 116 AS zusammengesetzten Praprosomatostatin erfolgt Gber den Zwischenschritt zum
Prohormon (92 AS) die letztendliche Synthese beider Formen durch Prohormonkonvertasen
(Goodman et al. 1983, Montminy et al. 1984).
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Abbildung 1: Strukturformel des Somatostatins
(http://www.lookchem.com/300w/201001/img/51110-01-1.jpg)

Da Somatostatin als Ligand mit bisher insgesamt sechs beschriebenen Somatostatin-
Rezeptoren (SSTR) interagiert, welche in unterschiedlichen Konzentrationen
gewebeabhangig verteilt sind, ergibt sich eine Vielzahl von Effekten. So wirkt es zum Beispiel
antiproliferativ, indem es die Funktionen des Growth Hormons (GH) in der Hypophyse

antagonisiert (Brazeau et al. 1973). Somatostatin wird in den pankreatischen D-Zellen
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synthetisiert und hemmt sowohl die endokrine Sekretion von Insulin und Glukagon in den
benachbarten Zellen der Langerhans-Inseln als auch die exokrine Funktion des Pankreas
insgesamt (Malcangio et al. 2002, Minami et al. 1998, Patel et al. 1991). Somatostatin
beeinflusst des Weiteren den Verdauungsprozess, indem es bei Ausschittung die Motilitat
des Gastrointestinaltraktes herabsetzt und damit die Passagezeit des Nahrungsbreis
verlangert. DarUber hinaus wirkt Somatostatin als Neuromodulator und Neurotransmitter,
beeinflusst die Angiogenese sowie die glatte Muskulatur und hat Effekte auf kognitive
Prozesse sowie immunologische Funktionen (Ferjoux et al. 2000, Lamberts et al. 1991,
Yamada et al. 1992).

Bedingt durch das systemisch breite Wirkspektrum des Somatostatins und seine
antiproliferative und antisekretorische Wirkkomponente, ergibt sich seine groRe diagnostische

und therapeutische Bedeutung bei zahlreichen Tumorerkrankungen.

211 Somatostatin-Rezeptoren

Aufbau, Struktur und Signaltransduktion

Somatostatin interagiert mit speziellen Membranproteinen, um seine spezifischen Wirkungen
auf die Zielzelle zu vermitteln. Diese Oberflachenproteine wurden erstmals im Jahr 1978 von
Schonbrunn und Tashjian als Somatostatin-Rezeptoren (SSTR) naher beschrieben
(Schonbrunn und Tashjian 1978). Bislang gelang es, eine Gruppe von sechs SSTR-Subtypen
zu identifizieren, welche auf finf verschiedenen Chromosomen kodiert werden. Chronologisch
in der Reihenfolge der Entdeckungszeitpunkte benannt, handelt es sich bei dieser Gruppe um
SSTR1, SSTR2A, SSTR2B, SSTR3, SSTR4 und SSTR5. Der Somatostatin-Rezeptor 2B
wurde bisher nicht in humanem Gewebe, sondern nur bei Nagetieren nachgewiesen (Fischer
et al. 2008).

Den Rezeptoren sind innerhalb der Zielzellen verschiedene Signaltransduktionswege
nachgeschaltet (Corness et al. 1993, Hoyer et al. 1995, Schonbrunn 2008, Vanetti et al. 1992,
Yamada et al. 1992, Yamada et al. 1993). Allen SSTR ist gemeinsam, dass es sich hierbei um
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) handelt. GPCR bestehen aus einer heptahelikalen
Polypeptidkette, welche die Zellmembran sieben Mal durchdringt. lhre Aktivierung durch
Ligandenbindung am extrazellularen N-Terminus fuhrt zu einer Regulation von intrazellularen
Enzymen, wie z.B. der Proteinkinase A (PKA) oder der Phospholipase C (PLC), die dann
wiederum die Freisetzung von sekundaren Botenstoffen (CAMP, Kalzium usw.) triggern und

zur spezifischen Reaktion der Zielzelle fuhren (Schoneberg et al. 1999).
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Im Fall der SSTR erfolgt die Signalweiterleitung bei allen sechs Subtypen Uber die Hemmung
der Adenylatcyclase und der damit einhergehenden Senkung der intrazelluldren cAMP-
Konzentration (Leu und Nandi 2010, Schonbrunn 2008, Somvanshi und Kumar 2012). Die
Rezeptoren SSTR2-SSTR5 sind darlber hinaus mit Kalium-Kanalen assoziiert. Der SSTR1
und der SSTR2 haben einen Effekt auf spannungsgesteuerte Kalzium-Kanale, der SSTR1
zusatzlich auf den Natrium-Wasserstoff-lonen-Austauscher (Taniyama et al. 2005). Werden
die inhibitorischen G-Proteine der SSTR aktiviert, umfassen die Effekte auf die Zielzellen somit
eine Hyperpolarisation, eine verminderte Aktionspotenzialfrequenz und damit eine reduzierte
Transmitterabgabe, z.B. in Neuronen (Hoyer et al. 1995, Patel 1999). Des Weiteren ist die
verminderte intrazellulare Konzentration von zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) und
Kalzium flir die bereits erwahnte antisekretorische Wirkung bei verschiedenen endo- und
exokrinen Organen verantwortlich (Hoyer et al. 1995). Antiproliferativ wirkt Somatostatin zum
einen beispielsweise, indem es durch Rezeptoraktivierung die Proteine p53 und Bax induziert,
welche den programmierten Zelltod der Zielzelle einleiten kdnnen, oder zum anderen, indem
die Ausschiittung von Wachstumsfaktoren gehemmt wird (Ferjoux et al. 2000). Eine Ubersicht
Uber die zellularen Antworten und deren systemische Konsequenzen (rot eingekreist) auf die
Aktivierung der Somatostatin-Rezeptoren durch Somatostatin selbst oder eines seiner

Analoga ist in Abbildung 2 dargestellit.

Somatostatin
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Somatostatin analogue
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Abbildung 2: Somatostatin-Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion

(modifiziert nach: http://jme.endocrinology-
journals.org/content/42/5/361/F1.large.jpg)
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Da oftmals mehrere Rezeptor-Subtypen zugleich in ein und derselben Zelle exprimiert werden,
liegt die Vermutung nahe, dass einige der genannten Effekte subtypspezifisch sind (Ferjoux
et al. 2000).

Alle Somatostatin-Rezeptor-Subtypen sind strukturell eng miteinander verwandt und variieren
beim Menschen nur leicht in der Anzahl und Abfolge der Aminosauren in der Polypeptidkette
(Corness et al. 1993, Reisine und Bell 1995, Yamada et al. 1992, Yamada et al. 1993).
Unterschiedliche Molekulargewichte zwischen 21 und 128 kDa sind vor allem einer
gewebespezifisch unterschiedlich stark ausgepragten Glykosylierung der Rezeptoren
geschuldet, welche offensichtlich die Affinitat der Rezeptoren gegenulber ihren spezifischen

Liganden steigern und sicherstellen soll (Reisine und Bell 1995).

Vorkommen der Somatostatin-Rezeptoren

Somatostatin-Rezeptoren zeigen im menschlichen Organismus ein aulerst breites und
flexibles Verteilungsmuster. Wahrend beispielsweise im zentralen Nervensystem alle
Rezeptorsubtypen vertreten sind, findet sich in den peripheren Geweben eine differenzierte
Auspragung. In ihrer Dichte variierend, lassen sich die SSTR unter anderem im
Gastrointestinaltrakt, in der Hypophyse, im endokrinen und exokrinen Pankreas, in den Nieren
und Nebennieren, in der Schilddriise und in Immunzellen nachweisen (Reisine und Bell 1995,
Patel und Srikant 1997, Patel 1999).

Um das Vorkommen von Somatostatin-Rezeptoren auf oder in einer Zelle zu detektieren, gibt
es eine Vielzahl von Nachweismethoden. Beispielsweise ist dies in menschlichem Gewebe
oder im Gewebe von Nagetieren mittels mRNA-Analysen, wie Northern Blot, Reverse-
Transkriptase-PCR (RT-PCR) oder in-situ-Hybridisierung untersucht worden. Eine weitere
effektive Variante stellt die Lokalisierung mittels subtypspezifischer Antikorper dar (Kulaksiz et
al. 2002, Mundschenk et al. 2003, Schulz et al. 1998a, Schulz et al. 1998b, Patel und Srikant
1997, Patel 1999). Mit der letztgenannten Methode ist es mdglich, Nachteile der PCR zu
umgehen. Denn wahrend diese nicht differenzieren kann, ob das entstandene Transkript von
zum Beispiel Tumorzellen direkt stammt oder aus gesunden Nachbarzellen, lasst sich durch
die Rezeptor-Immunhistochemie durchaus eine konkrete Aussage zur zelluldren Lokalisation
der Somatostatin-Rezeptoren treffen. Daraus lassen sich pathophysiologische Erkenntnisse

uber die spezifischen Funktionen der SSTR in den entsprechenden Organen gewinnen.
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Die Expression von Somatostatin-Rezeptoren in Tumoren

Nachdem weiterfihrende Studien zur Entdeckung von Somatostatin-Rezeptoren auf der
Zelloberflache von Tumorzellen gefuhrt haben, ergab sich ein wichtiger Ansatzpunkt zum
Eingriff in Wachstums- und Sekretionsprozesse diverser Tumorerkrankungen.

Inzwischen ist eine Vielzahl verschiedener Neoplasien bekannt, bei welchen Somatostatin-
Rezeptoren entweder auf der Zellmembran und/oder als intrazelluldre Rezeptoren exprimiert
werden. Dazu zahlen beispielsweise, wie in Tabelle 1 dargestellt, Hypophysenadenome,
medullare  Schilddrisenkarzinome, Karzinoide, Insulinome und  Glukagonome,
Phaochromozytome, kleinzellige Bronchialkarzinome, Prostatakarzinome und weitere Tumore
(Hofland et al. 1999, Lamberts et al. 1991, Mundschenk et al. 2003, Reubi et al. 1992, Reubi
et al. 1998, Reubi et al. 2000, Schulz et al. 1998a, Schulz et al. 1998b, Schulz et al. 2000,
Patel und Srikant 1997, Patel 1999). Die partielle Uberexpression der SSTR in Tumoren stellt
sowohl fur die Diagnosestellung als auch fur verschiedene Therapieansatze eine wichtige
Basis dar. Wie zum Teil bereits der Tabelle 1 zu enthehmen ist, zeigt sich vor allem in
Neuroblastomen, Meningeomen, Medulloblastomen, Mammakarzinomen, Kklarzelligen
Nierenzellkarzinomen, Paragangliomen,  kleinzelligen  Bronchialkarzinomen  oder
hepatozellularen Karzinomen eine Uberwiegende Prasenz des SSTR2. Der SSTR1 pravaliert
als Subtyp in Prostatakarzinomen und Sarkomen (Hofland und Lamberts 2003, Reubi et al.
2001). Phaochromozytome exprimieren hingegen sowohl die Rezeptoren SSTR1 und SSTR2
als auch den SSTR3 (Hofland und Lamberts 2003, Mundschenk et al. 2003). In
Hypophysenadenomen unterschiedlicher Genese dominieren der SSTR2, der SSTR3 und der
SSTRS5 (Hofland und Lamberts 2003, Lamberts et al. 2002, Reubi et al. 2001).

In neuroendokrinen Tumoren kann der SSTR2 in 80 Prozent und der SSTR5 in 70 Prozent der
Falle nachgewiesen werden. Pankreatische Inselzelladenome exprimieren zu Uber 80 Prozent
Somatostatin-Rezeptoren, wobei wiederum der SSTR2 Uberwiegt (Hofland und Lamberts
2003, Lamberts et al. 1996, Lamberts et al. 2002). Die Kenntnis Uber die genaue Verteilung
von Somatostatin-Rezeptoren in verschiedenen Tumoren stellt einen wichtigen Schritt in der
Erforschung von Diagnostik- und Therapieoptionen im Bereich der Onkologie dar (Kimura et
al. 1999).
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Tabelle 1: Expression der Somatostatin-Rezeptor-Subtypen in verschiedenen
humanen Tumoren. Die Werte geben den Prozentsatz an, zu dem die untersuchten
Tumore die mRNA der entsprechenden SSTR-Subtypen exprimieren. Werte > 80
Prozent sind fett gedruckt dargestellt und markieren Tumoren mit besonders hoher
Expressionsrate.
(n.u. = nicht untersucht)
(modifiziert nach Hofland und Lamberts 2003)
SSTR1 | SSTR2 | SSTR3 | SSTR4 | SSTR5
Hypophysenadenom
- GH-produzierend 44 % 96 % 44 % 5% 86 %
- ACTH-produzierend 56 % 67 % 25 % 0 % 86 %
- hormonell inaktiv 38 % 75 % 43 % 13 % 48 %
GEP-NET
- Karzinoid 76 % 80 % 43 % 68 % 77 %
- Gastrinom 79 % 93 % 36 % 61 % 93 %
- Insulinom 76 % 81 % 38 % 58 % 57 %
- hormonell inaktive Inselzelladenome | 58 % 88 % 42 % 48 % 50 %
Nierenzellkarzinom, klarzellig 85 % 100 % 0 % 50 % n.u.
Mammakarzinom 33 % 99 % 38 % 23 % 18 %
Meningeom 46 % 100 % 33 % 50 % 71 %
Gliom 100 % 100 % 67 % 71 % 57 %
Neuroblastom 0% 100 % 17 % n.u. n.u.
Kolorektales Karzinom 27 % 87 % 22 % 10 % 46 %
Medulldres Schilddriisenkarzinom 29 % 79 % 36 % 0% 64 %
Phaochromozytom 100 % 100 % 73 % 73 % 73 %
21.2 Somatostatin-Analoga

Zunachst hoffte man, sich Somatostatin selbst zur Therapie verschiedener Erkrankungen wie

beispielsweise der neuroendokrinen Tumore oder der Akromegalie zu Nutze machen zu

kdnnen. Allerdings stiel3 dieser Ansatz auf Grund verschiedener molekularer Eigenschaften

auf Komplikationen. Da erstens die biologische Halbwertszeit des Somatostatins im Blut

weniger als drei Minuten betragt, ware eine kontinuierliche Infusion vonnéten (Bauer et al.

1982, Maton 1993). Zweitens ist nach Absetzen der Hormontherapie mit einem Rebound-

Effekt der Somatostatin-Sekretion zu rechnen, der neben zahlreichen anderen unerwiinschten
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Wirkungen wegen des breiten systemischen Verteilungsmusters der Somatostatin-
Rezeptoren in den meisten Organen eine zusatzliche Hurde flr den therapeutischen Einsatz
darstellt (Wynick et al. 1989). Dadurch ergaben sich bezlglich der Halbwertszeit und der
Rezeptorspezifitat der Liganden neue Anforderungen an mégliche Somatostatin-Analoga
(Wynick et al. 1989).

Octreotid

Als erster Wirkstoff nahm Octreotid (Sandostatin®, SMS 201-995) zur Behandlung
hormonproduzierender neuroendokriner Tumore Einzug in die klinische Anwendung (Bauer et
al. 1982).

Mit einer Halbwertszeit von zirka zwei Stunden nach subkutaner Injektion zeigt das
Medikament eine wesentlich langere Wirkdauer als Somatostatin selbst. Wahrend dieses an

alle SSTR bindet, weist Octreotid eine Uberwiegend selektive Affinitat zum SSTR2 auf.
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Abbildung 3: Struktur von Octreotid
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/0/05/Octreotide.svg/250pxO

ctreotide.svg.png)

Octreotid senkt die GH-Sekretion wesentlich potenter (45-fach) und wirkt auch spezifischer in
der Inhibition der Insulin- (11-fach) und Glukagon-Ausschuttung (1,3-fach) als Somatostatin
(Lamberts et al. 1996). Octreotid supprimiert dariber hinaus auch die Freisetzung
pankreatischer Peptide, wie Gastrin, Sekretin und Motilin (Creutzfeldt et al. 1987, Kraenzlin et
al. 1985), beeinflusst aber nur moderat hemmend die hypophysare Sekretion der Hormone
TRH und CRH (Lightman und Young 1989).
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Will man den Nachteil umgehen, dass die subkutane Applikationsform eine dreimal tagliche
Gabe erforderlich macht, stehen auch Depotpraparate, wie zum Beispiel Octreotid-LAR, zur
Verfligung, welches intramuskular im Abstand von vier Wochen injiziert wird (Murphy et al.
2010, Petersen et al. 2011).

Neben dem ausflhrlich beschriebenen Wirkstoff Octreotid sind weiterhin noch Lanreotid (BIM-
23014) und Vapreotid (RC-160) zu nennen, die als ebenfalls zyklische Somatostatin-Analoga
ein ahnliches Wirkprofil in Bezug auf Affinitdt und Rezeptorspezifitdt haben wie Octreotid
(Lamberts et al. 1996).

Die verbesserten Eigenschaften der Somatostatin-Analoga hatten zur Folge, dass die oben
beschriebenen Substanzen nach aktuellem Stand der Forschung als Mittel der Wahl bei der
Therapie der Akromegalie gelten (Colao et al. 2010). Anwendung finden sie weiterhin bei
therapieresistenten Cluster-Kopfschmerzattacken (May et al. 2006) und zur symptomatischen
Behandlung bei gastroenteropankreatischen hormonproduzierenden neuroendokrinen
Tumoren (Murphy et al. 2010). Allerdings zeigt hier die Mehrheit der Patienten eine
Toleranzentwicklung. Diese kann anfanglich mit einer Dosissteigerung kompensiert werden,
fuhrt aber langfristig dazu, dass eine erneute Zunahme der Anfangssymptomatik zu
verzeichnen ist und das Medikament allmahlich unwirksam wird (Hofland und Lamberts 2003,
Lamberts et al. 1996). Erklart wird dieser Effekt bislang dadurch, dass die Sensitivitat der
Tumorzellen flir Octreotid zum einen durch die zunehmend verminderte SSTR-Expression und
zum anderen durch das Wachstum von Tumorzell-Klonen ohne Octreotid-spezifische SSTR-
Rezeptoren verloren geht (Hofland und Lamberts 2003). Neben dem Wirkungsverlust finden
sich auch unerwiinschte gastrointestinale Effekte, wie Ubelkeit und Erbrechen, Koliken oder
Diarrhd, die dosisabhangig sind, aber nach wenigen Tagen spontan wieder abklingen
(Bornschein et al. 2009, Hoyer et al. 1995). Langfristig kann es zur vermehrten

Gallensteinbildung kommen (Bornschein et al. 2009).

Pasireotid

Ein weiterer neu entwickelter Wirkstoff aus der Gruppe der Somatostatin-Analoga ist das
pharmakologisch breiter wirksame Pasireotid (SOM 230).

Es unterscheidet sich durch sein verandertes Affinitatsprofil von Octreotid, denn Pasireotid
bindet nicht bevorzugt nur an den SSTR2A, sondern dartber hinaus auch an die Rezeptoren
SSTR1, 3 und 5. Verschiedene Studien befassen sich augenblicklich intensiv mit diesem
Wirkstoff. Moglicherweise ergibt sich hieraus die Option einer verbesserten Symptomkontrolle,

zum Beispiel bei Karzinoid-Syndromen (Auernhammer et al. 2012).
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Pasireotid

Abbildung 4: Struktur von Pasireotid
(http://www.pharmawiki.ch/wiki/media/Pasireotid_1.png)

Einsatzmoglichkeiten der Somatostatinanaloga

Basierend auf der Uberexpression von SSTR auf Tumorzellen im Vergleich zu umliegendem
gesundem Gewebe, stellt die zielgerichtete Radio- oder Chemotherapie eine neue
Behandlungsmoglichkeit dar (Grozinsky-Glasberg et al. 2008). Die Dosis, und damit
verbunden auch der Schweregrad der unerwinschten Wirkungen, kann dank der hohen
Rezeptorspezifitdt der Analoga in einem moderaten Rahmen gehalten werden, da die
zielgerichtete Bekampfung wegen ihrer Uberexpression von Somatostatin-Rezeptoren vor
allem erkrankte Zellen betrifft und gesundes Gewebe schont (Lamberts et al. 2002). Einen
weiteren wichtigen Stellenwert nehmen die Somatostatin-Analoga im Bereich der Diagnostik
von neuroendokrinen Tumoren ein. Mit hoher Sensitivitat wird mit einem Gamma-Strahler
radioaktiv markiertes Octreotid (In-111-Pentetreotid) flr ein Ganzkdrperszintigramm
verwendet, welches es ermdglicht, bereits kleine Tumoren beziehungsweise deren
Metastasen in allen Korperregionen darzustellen, die mittels bisheriger Bildgebung nicht
detektierbar waren. Im Umkehrschluss ergibt sich aus einem positiven Scan-Ergebnis die
Option, ein Ansprechen des Tumors auf den Einsatz von Somatostatin-Analoga
abzuschatzen, da nach erfolgreicher Szintigraphie von einem hohen Besatz der Zielzellen mit
SSTR auszugehen ist (Khan et al. 2008, Lamberts et al. 2002). Ein moderneres und in Bezug
auf die Tumorlokalisation praziseres Verfahren stellt eine PET/CT dar, welche mit Ga®-
markiertem DOTATOC/ DOTANOC/ DOTATATE durchgefihrt wird.

Zusammenfassend lasst sich demnach feststellen, dass das Vorkommen von Somatostatin-
Rezeptoren in Tumorzellen sowie die Entwicklung von potenten Somatostatin-Analoga die

Méglichkeiten eréffnet, SSTR-tragende Zellen bildgebend aufzusplren, das Tumorwachstum
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und eine hormonale Hypersekretion gezielt durch eine pharmakologische Rezeptoraktivierung
zu kontrollieren oder radiochemische Therapieansatze in der Onkologie weiter zu verfolgen
(Lamberts et al. 2002).

2.2 Der Chemokin-Rezeptor CXCR4

Ebenso wie die Somatostatin-Rezeptoren gehdéren auch die Chemokin-Rezeptoren zur
Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Sie binden eine Vielzahl verschiedener
Liganden (Zlotnik und Yoshie 2012). Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte CXCR4 stellt
einen Vertreter dieser Rezeptorfamilie dar. Er wird ubiquitar von multiplen Zelltypen des
Organismus exprimiert und bindet als Liganden Uberwiegend das Chemokin SDF-1 (stromal
cell-derived factor 1; CXCL12) (Bernhagen et al. 2007). So konnte der CXCR4 unter anderem
in der Zellmembran hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen nachgewiesen werden.
Auch bei Vorlauferzellen anderer Gewebe oder Organe, wie der Leber, der Skelettmuskel-,
Endothel- und Herzmuskelzellen, der Niere oder des Nervensystems, fand sich der CXCR4
membranstandig exprimiert (Lazarini et al. 2003, Ratajczak et al. 2006). Die elementaren
Funktionen dieses Rezeptors zeigen sich bei CXCR4-knock-out-Mausen. So sterben diese
Mause zum Grolteil bereits in uteri oder Uberleben die Geburt nur fur kurze Zeit. In vielen
Organsystemen dieser Mause kénnen Fehlbildungen nachgewiesen werden. Haufig finden
sich Entwicklungsstérungen des Herzens, der GroR3hirnrinde oder des Hippocampus. Darlber
hinaus kann eine starke Reduzierung von myeloiden Vorlauferzellen im Knochenmark der
CXCR4-defizienten Mause festgestellt werden (Zou et al. 1998). Auch die Vaskularisierung
des Gastrointestinaltraktes (Tachibana et al. 1998) sowie die Entwicklung der
Extremitatenmuskulatur sind fehlerhaft. Darlber hinaus ist bei Tieren mit einer Inaktivierung
des CXCR4 auch eine gestorte Innervation verschiedenster Zielgewebe durch den Verlust von
Neuronen in den Spinalganglien festzustellen (Odemis et al. 2005). Vergleichbare Defekte
treten auch bei Mausen auf, die zwar den CXCR4, daflir aber keinen SDF-1 exprimieren. Somit
lag die Uberlegung nahe, dass die Interaktion des Rezeptors liberwiegend mit nur einem
Chemokin-Liganden, namlich dem SDF-1, stattfindet (Ma et al. 1998, Nagasawa et al. 1996,
Wong und Korz 2008).

Viele Untersuchungen im Zusammenhang mit dem CXCR4 und dem SDF-1 beziehen sich auf
die Hamatopoese. Beim sogenannten ,Homing®“ von Vorlauferzellen aus der Peripherie ins
Knochenmark, wird die Migration entsprechender Zellen physiologischerweise in Richtung
eines SDF-1-Gradienten gesteuert. Um diesen Prozess zum Beispiel im Rahmen einer
Knochenmarkstransplantation umzukehren, ist die Gabe von GCSF (granulozyte colony-

stimulating factor) notwendig. Dieser fuhrt zur verstarkten Bildung von Proteasen im
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Knochenmark, welche in der Folge unter anderem SDF-1 und den N-Terminus von CXCR4
spalten. Erst hierdurch ist die Mobilisation von Vorlauferzellen aus dem Knochenmark ins Blut
Uberhaupt mdglich (Juarez und Bendall 2004, Teicher und Fricker 2010). Auch nicht-
hamatopoetische Vorlauferzellen scheinen nach Verletzungen bestimmter Organe nur unter
Beteiligung von CXCR4 und SDF-1 mobilisierbar zu sein (Cardona et al. 2008, Ratajczak et
al. 2006).

Neben zahlreichen physiologischen Funktionen spielt der CXCR4 auch im Rahmen
pathologischer Prozesse eine entscheidende Rolle. So férdert der CXCR4 als Co-Rezeptor
den Eintritt von HI-Viren in CD4-positive Lymphozyten (Oberlin et al. 1996).

Beim autosomal-dominant vererbten WHIM-Syndrom (Warzen-Hypogammaglobulindmie-
Immundefizienz-Myelokathexis) besteht eine Mutation des CXCR4-Rezeptors mit der Folge
einer Daueraktivierung (Hernandez et al. 2003). Die betroffenen Patienten leiden unter einer
erhohten Anfalligkeit fir das humane Papillomavirus (HPV), erkranken haufiger an
Gebarmutterhalskrebs und bilden Warzen am ganzen Korper aus. Des Weiteren ist die Anzahl
an neutrophilen Granulozyten und B-Lymphozyten im Blut verringert, wodurch es bei den
Erkrankten zu einer erhdhten Anfalligkeit fur bakterielle Infektionen kommt (Kawai und Malech
2009).

Der CXCR4 ist einer der Chemokinrezeptoren, die bei Krebserkrankungen verstarkt exprimiert
werden. Durch die Interaktion zwischen dem Rezeptor und seinem Liganden SDF1 werden
Metastasierungsproszesse beeinflusst (Wong und Korz 2008). Es ist interessant, dass der
CXCR4 von vielen verschiedenen Tumorarten exprimiert wird, im angrenzenden normalen
Gewebe er jedoch nur wenig vorhanden ist. Das konnte auf Verdnderungen des
Gefalsystems oder der Sauerstoffverfigbarkeit im Bereich des Tumors zuriickzufihren sein
(Furusato et al. 2010). Bei Uber 20 verschiedenen Typen von Neoplasien wird eine gesteigerte
Expression des CXCR4 beschrieben, wodurch eine erhéhte Empfindlichkeit der Tumorzellen
gegenuber SDF-1-Gradienten in entfernten Geweben bedingt wird. Dementsprechend sind
Gewebe beziehungsweise Organe mit einem physiologisch hohen SDF-1-Level, wie die
Leber, die Lunge, die Lymphknoten oder das Knochenmark, auch jene, wohin zuerst eine
Metastasierung stattfindet (Drury et al. 2011).

Die Rolle der SDF-1-CXCR4-Achse hinsichtlich der Regulation des Migrationsverhaltens von
Tumorzellen scheint Gemeinsamkeiten mit der von normalen Stammzellen zu haben. Vor
diesem Hintergrund wird deutlich, dass es sich hierbei um komplexe Prozesse handelt, bei
denen verschiedene Schritte aufeinander aufbauen (Furusato et al. 2010). Eine Vielzahl von
Studien konnte bestatigen, dass die Aktivierung des CXCR4 zur direkten, invasiven Migration
von Krebszellen entlang eines SDF-1-Gradienten fuhrt (Balkwill 2004, Juarez und Bendall
2004, Teicher und Fricker 2010). Entsprechend ist in der Blockade des CXCR4 durch
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Antagonisten ein wertvolles Werkzeug zu sehen, welches Metastasierungsprozesse

unterbinden konnte.

2.3 Der Proliferationsindikator Ki-67

Das Ki-67-Antigen ist ein nukledres Protein, das mit dem monoklonalen Antikérper MIB-1
spezifisch nachgewiesen werden kann und erstmals 1983 von Gerdes et al. beschrieben
wurde (Gerdes et al. 1984b). Die Autoren untersuchten die Funktion von Ki-67 anhand
peripherer Lymphozyten und Makrophagen. Hierzu wurden radioaktiv markierte Nukleoside
als Marker fur eine Proliferation in die Zellen eingebracht. Ihr Einbau in neu synthetisierte DNA-
Fragmente deutet auf ein Wachstum der Zelle insgesamt hin. Vergleicht man die Ergebnisse
mit dem gleichzeitigen Vorliegen von Ki-67, so Iasst sich ein direkter Bezug zwischen der
Zellproliferation und einer Ki-67 Expression nachweisen.

In der Routinepathologie wird das Ki-67-Antigen seither als ,Proliferationsmarker” eingesetzt,
um die Wachstumsfraktion und das Grading in menschlichen Tumoren zu bestimmen
(Schluter et al. 1993). Das Ki-67-Antigen wird nur wahrend der aktiven Phasen des Zellzyklus
(G1-, S-, G2- und M-Phase) exprimiert und ist in ruhenden Zellen der G0O-Phase nicht
nachweisbar (Gerdes et al. 1984b). Es wird sofort abgebaut, sobald die Zelle in die Ruhephase
Ubergeht (Scholzen und Gerdes 2000).

Im Verlauf des Zellzyklus verandert sich die Lokalisation des Ki-67 innerhalb des Zellkerns. In
der Interphase ist das Protein hauptsachlich im Nukleolus lokalisiert (Kill 1996, Starborg et al.
1996). Mit dem Eintritt der Zelle in die Prophase erfolgt die Umverteilung des Ki-67-Proteins
auf die Oberflache der kondensierten Chromosomen (Gerdes et al. 1984b, Kill 1996, Starborg
et al. 1996). In der Telophase entstehen wieder neue Nukleoli, sodass das Ki-67 wieder
zurlckverlagert wird. Obwohl der konkrete Ruckverlagerungszeitpunkt nicht eindeutig belegt
ist, kann das Ki-67 spatestens in der frihen G1-Phase wieder im Nukleolus nachgewiesen
werden (Bridger et al. 1998, Endl und Gerdes 2000).

Der genaue molekulare Wirkmechanismus des Ki-67-Proteins ist bis heute noch nicht
abschlielend geklart. Berlicksichtigt man jedoch den Molekilaufbau, die Interaktionen mit
anderen Proteinen sowie die Art der Modifizierbarkeit von Ki-67 durch Proteinkinasen, lasst
sich schlussfolgern, dass das Ki-67 Bestandteil des regulatorischen Proteinnetzwerkes ist,
welches den Zellzyklus steuert (Endl und Gerdes 2000).

Eine essenzielle Beteiligung scheint das Ki-67-Protein ebenfalls im Rahmen der
Zellproliferation zu haben (Schluter et al. 1993). Da proliferierendes Gewebe Ki-67 exprimiert,
sind monoklonale Antikdrper gegen das Protein bei der Beurteilung der Zellproliferation

unverzichtbar geworden. Auch als diagnostischer und prognostischer Marker bei Malignomen
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verschiedenster Entitaten finden diese regelhaft Anwendung (Gerdes et al. 1984a, Schwarting
1993). Allerdings bietet das Ki-67 aktuell keine Moglichkeiten fur eine therapeutische
Intervention, hat also bislang nur deskriptiven Wert (Michalides 2002).

24 Das lymphatische System

Die primaren und sekundéaren lymphatischen Organe

Als primare lymphatische Organe bezeichnet man diejenigen, in welchen die primare
Entwicklung lymphatischer Zellen lokalisiert ist. Hierbei handelt es sich zum einen um das
Knochenmark und zum anderen um den Thymus (Vorob'Eva 1961).

Die Lymphknoten, die Milz und alle anderen extranodalen lymphatischen Gewebe, wie zum

Beispiel das mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe der Schleimhaute, werden als

sekundare bzw. sekundar besiedelte lymphatische Organe zusammengefasst.
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Einleitung

Zellen, die aus den Primarorganen des lymphatischen Systems ausgewandert sind, besiedeln
als Vorlauferzellen unter anderem die Lymphknoten, um sich hier weiter zu differenzieren. Ein
Lymphknoten ist immer nach demselben Prinzip aufgebaut und besteht aus der B-Zone - sie
enthalt die Primar- und Sekundarfollikel -, der T-Zone, der Interfollikularzone und der Pulpa. In
den Follikeln der B-Zone netzwerkartig angeordnete dendritische Zellen prasentieren Antigene
an immunglobulin-rezeptor-tragende B-Lymphozyten, welche sich daraufhin weiter
differenzieren und schliellich einen schmalen Follikelmantel aus reifen B-Zellen ausbilden
(Coupland et al. 2008). Die T-Zone wird hauptsachlich aus kleinen reifen T-Zellen und wenigen
dendritischen Zellen gebildet. Sie stellt gemeinsam mit der Pulpa eine Art Filtersystem dar.
Epitheloide Venolen minden in die T-Zone und schwemmen systemisch zirkulierende
Lymphozyten ein, welche Uber ein Geflecht aus Blut- und Lymphgefaflen der Pulpa in die

efferenten Lymphbahnen wieder abflielRen (Bocker et al. 2012).

Die Milz

Das Parenchym der Milz besteht aus einem weit verzweigten Gefal3system, welches von
lymphatischen Kompartimenten durchsetzt ist. Mehr als drei Viertel des Milzvolumens
bestehen aus der kapillarreichen roten Pulpa. Nicht die Milz als Ganzes, sondern genau
genommen nur die weil3e Pulpa stellt das sekundar lymphatische Organ dar. Im Keimzentrum
der weilden Pulpa finden sich B- und T-Zonen. Als Eintrittspforte flir Lymphozyten in die weil3e
Pulpa wird das Keimzentrum von einer Marginalzone umsdumt. Auch die Milz kann im

weitesten Sinne als Filtersystem bezeichnet werden (Bocker et al. 2012).

Das mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe

Das MALT-System (mucosa associated lymphoid tissue) ist das lymphatische Gewebe der
Schleimhaute, welches durch Einwanderung von Lymphozyten nach Antigenkontakt an der
Schleimhautoberflache entsteht, und somit in jedem schleimhaut-tragenden Organ mit
Antigenkontakt vorkommen kann. Wahrend physiologischerweise im Intestinaltrakt immer
Zellen des MALT-Systems lokalisiert sind, befinden sich beispielsweise im Magen keine primar
lymphatischen Gewebe und bilden sich erst aus, nachdem ein exogener Antigen-Stimulus

(z.B. durch Helicobacter pylori) tber einen langeren Zeitraum bestanden hat (Borsch 1984).
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25 Klassifikation der Lymphome

Fur die meisten Tumorerkrankungen des Menschen existieren international einheitliche
Klassifikationsmodelle, welche die essenzielle Grundlage fir die Diagnose, die Therapie und
die Prognoseabschatzung darstellen. Flr maligne Lymphome traf dies jedoch lange Zeit nicht
zu (Hiddemann et al. 2005).

Vorlaufersysteme

Medizinhistorisch wurden Lymphome weltweit lange Zeit ganz variabel klassifiziert, sodass bis
in die jiungste Vergangenheit hinein kein universal einheitliches Modell zur Verfigung stand.
Zunachst auf ausschlieRlich histomorphologischen Kriterien basierend, gelang es im Jahr
1966 mit der Rappaport-Klassifikation eine signifikante und umfassende Einteilung der
Lymphome vorzunehmen, welche erstmals eine Differenzierung zwischen Hodgkin- und Non-
Hodgkin-Lymphomen vorsah. Da sich hieraus klinisch vor allem relevante prognostische
Aussagen ableiten liel3en, stellte dieses Klassifikationsmodell zum damaligen Zeitpunkt einen
erheblichen Fortschritt dar (Byrne 1977).

Im weiteren Verlauf wurde die Rappaport-Klassifikation jedoch zunehmend als unzeitgeman
in Frage gestellt, da der Erkenntnisgewinn um die Biologie von Lymphozyten und das
Immunsystem im Allgemeinen differenziertere Einteilungsméglichkeiten notwendig machte
(Kirchner und Oppenheim 1972, Masuzawa et al. 1973, Parker 1975, Shortman et al. 1972).
Unter der Leitung von Prof. Dr. K. Lennert begann eine deutsche Arbeitsgruppe damit, maligne
Lymphome nach neuen immunologischen Methoden zu charakterisieren, indem eine CD-
Rezeptor-basierte Unterscheidung vorgenommen wurde. Parallel hierzu arbeiteten auch
Wissenschaftler in den USA daran, die Typisierung von malignen Lymphomen voranzutreiben.
In Deutschland fihrten die neuen Erkenntnisse zur Kiel-Klassifikation, welche die Entitaten
histomorphologisch und immunphé&notypisch untergliederte (Lennert 1975). Allerdings
beschrankte sich deren Anwendung trotz mehrmaliger Aktualisierungen Uberwiegend auf den
deutschsprachigen europaischen Raum (Brittinger 1978, Hiddemann et al. 2005, Stansfeld et
al. 1988).

Unter Bezugnahme auf ahnliche Kriterien wie die der Kiel-Klassifikation hielt in den USA die
Lukes-Collins-Klassifikation Einzug in den klinischen Gebrauch (Lukes und Collins 1974,
Uppenkamp und Feller 2002). Hier versuchte man mit der ,International Working Formulation®
die neuen wissenschaftlichen Erkenntnisse zu den einzelnen Entitaten nach klinischem
Verlauf zu differenzieren, um eine Ubersetzung der abstrakten Forschungsergebnisse in

klinisch relevante Leitlinien zur Lymphomtherapie zu erzielen. Dazu gliederte man die
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verschiedenen Lymphome nach drei verschiedenen Graden, welche sich an der
durchschnittlichen Lebenserwartung orientierten (Cohen 1983, Montserrat und Campo 1995).
Die Widerspruchlichkeit der weltweit verschiedenen einzelnen Klassifikationen und Leitlinien,
welche zum Teil miteinander im Wettbewerb standen, machte eine internationale
Vergleichbarkeit von klinischen Studien beinahe unmoglich. Somit war die Option zur
Schaffung global einheitlicher Diagnosekriterien, Risikostratifizierungen und
Therapieempfehlungen betrachtlich eingeschrankt.

Erst Anfang der 1990-er Jahre formierte sich aus einem Kreis von Pathologen und klinisch
tatigen Arzten die ,International Lymphoma Study Group®, welche die bis dahin bestehenden
Erkenntnisse in einer zusammenfassenden Klassifikation vereinigte. Dazu bezog man
morphologische, zytologische, klinische, immunphanotypische und molekulargenetische
Eigenschaften der Lymphomentitaten ein, um daraufhin im Jahr 1994 die ,Revised European-
American Lymphoma Classification®, kurz REAL-Klassifikation, zu veréffentlichen (Harris et al.
1994, Niermann et al. 2008, Norton 1996, Stein und Hummel 2007, Uppenkamp und Feller
2002).

WHO-Klassifikation

Die zuletzt im Jahr 2008 aktualisierte und aktuell gultige WHO-Klassifikation der malignen
Lymphome ist aus der REAL-Klassifikation hervorgegangen und stellt damit eine aktualisierte
Version dieser dar, weil sie das gesamte Spektrum der Hamatopathologie abdeckt (Cogliatti
und Schmid 2002, Jaffe 2009). Die Einteilung gemaR den Richtlinien der WHO stellt sich zur
Aufgabe, die Gesamtheit aller fur die einzelnen Lymphome charakteristischen klinischen,
morphologischen und genetischen Eigenschaften zu einzelnen Entitdten zusammenzufassen,
um eine klare Abgrenzbarkeit zwischen den differenten Krankheitsbildern zu erméglichen. Die
WHO-KIassifikation fand zlgig weltweite Akzeptanz, welche nicht nur auf wissenschaftlichem
Interesse beruhte, sondern sich vor allem auch darin begrindete, dass Studien zu
Lymphomentitaten auf internationaler Ebene endlich miteinander vergleichbar wurden
(Hiddemann et al. 2005).

Das Prinzip der WHO-Klassifikation findet auf alle Neoplasien Anwendung, die aus
lymphatischen Zellen hervorgehen, sodass lymphatische Leukamien, multiple Myelome,
Naturliche-Killerzell-Tumoren und das Hodgkin-Lymphom mit einzuschlieBen sind (Jaffe
2009). Es umfasst sowohl primar nodale als auch primar extranodale Lymphome (Campo et
al. 2011, Hiddemann et al. 2005). Die Non-Hodgkin-Lymphome werden unterteilt, indem zum
einen die Linienzugehdrigkeit zu B-Zellen, T-Zellen oder NK-Zellen bestimmt wird. Zum

anderen werden Differenzierungs- und Reifungsgrad festgelegt (Hiddemann et al. 2005). Aus
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den vielen verschiedenen Differenzierungs- und Funktionsvarianten der Lymphozyten ergibt
sich die grofRe Komplexitat der Klassifikation.

Um die Lymphomentitaten klinisch und pathologisch genauer zu definieren, werden gemaf
der aktualisierten WHO-Klassifikation von 2008 allgemeine Kriterien herangezogen, die sich
auf das histozytologische Bild, die zellulare Herkunft, den Manifestationsort des Lymphoms,
den Malignitatsgrad und das Wachstumsmuster, die Zusammensetzung des Mikromilieus, den
Immunphanotyp oder auf typische genetische Veradnderungen beziehen. Dartber hinaus
werden noch das klinische Erscheinungsbild und die Assoziation mit anderen Krankheiten
bertcksichtigt (Hiddemann et al. 2005).

2.6 Die malignen Lymphome

Unter dem Begriff ,maligne Lymphome“ werden neoplastische Wachstumsprozesse
lymphatischer Zellen zusammengefasst. Diese sind in den verschiedenen B- und T-Zell-
Kompartimenten der primaren, sekundaren und sekundar besiedelten Organe lokalisiert. Wie
bereits aus dem vorherigen Kapitel hervorgeht, sieht die WHO-Klassifikation eine
grundsatzliche Unterteilung in Hodgkin (HL)- und Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) vor
(Hiddemann et al. 2005). Zur Unterscheidung beider Entitdten wird die zytomorphologische
Auswertung der Infiltrate herangezogen. Diese zeigt beim Hodgkin-Lymphom eine Dominanz
von nichtneoplastischem Begleitinfiltrat, bestehend aus Lymphozyten, Plasmazellen,
Makrophagen und eosinophilen Granulozyten, welche einer nur geringen Anzahl von
Tumorzellen gegenuberstehen. Genau umgekehrt verhalt es sich beim Non-Hodgkin-
Lymphom, bei dem der Uberwiegende Prozentsatz der Zellen im Infiltrat als Tumorzellen
identifizierbar ist (Campo et al. 2011).

Bezogen auf den europaischen Raum liegt die Pravalenz flr maligne Lymphome bei sechs bis
neun Prozent, wobei es sich in der Mehrheit der Falle um Non-Hodgkin-Lymphome und hier
im Speziellen mehrheitlich um solche der B-Zell-Reihe handelt (Bdcker et al. 2012). Eine
schmerzlose Schwellung von Lymphknoten kann bei ungefahr zwei Drittel der Patienten mit
malignen Lymphomen beobachtet werden. Die B-Symptomatik - Nachtschweil3, Fieber
(>38°C) und Gewichtsverlust (>10 Prozent innerhalb von sechs Monaten) - findet sich haufiger
bei Patienten mit Hodgkin-Lymphomen, wohingegen ein mesenterialer Befall von
Lymphknoten oder ein Befall des Waldeyer-Rachenrings eher mit Non-Hodgkin-Lymphomen
assoziiert ist (Bocker et al. 2012).

Der pathogenetische Mechanismus lymphatischer Neoplasien von der physiologisch normalen
Ausgangszelle bis hin zur Ausbildung manifester Neubildungen zeigt, dass die Kopplung

mehrerer Ereignisse ausschlaggebend ist. Vorangehende chromosomale Veranderungen der
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betroffenen Zellen kdénnen verschiedene tumorbeglinstigende Auswirkungen nach sich
ziehen. Beispielsweise kdnnen diese genetischen Veranderungen bedingen, dass neue oder
veranderte Proteine exprimiert werden oder die Regulation des normalen Proteinhaushalts der
Zelle gestort wird. In der Folge kann dies dazu flihren, dass sich klinische Symptome, wie zum
Beispiel Fieber, manifestieren, das intrazellulare Mikromilieu sich verandert oder, dass ein
Uberdurchschnittliches Wachstum der Zelle getriggert wird. An dieser Stelle gewinnt die
Forschung Uber zuklnftige Therapiemethoden besonders an Bedeutung, da mit
wachstumsregulierenden Substanzen in die Proliferationsprozesse der malignen Lymphome

eingegriffen werden kann (Bocker et al. 2012).

2.6.1 Das Hodgkin-Lymphom

Der englische Arzt Thomas Hodgkin diagnostizierte bei mehreren seiner Patienten massive
Schwellungen der Lymphknoten und eine VergroRerung der Milz. Seine Beobachtungen
beschrieb er im Jahr 1832 in seiner Arbeit ,On some morbid appearances of the absorbent
glands and spleen®, in welcher er die Krankheitsentstehung als autonomen lymphatischen
Prozess identifizierte und von einer alternativ moglichen infektiologischen Pathogenese
abgrenzte. Seine Theorie blieb jedoch auf Grund der schlechten Isolierbarkeit der typischen
Hodgkin-/Reed-Sternberg-Zellen (HRS-Zellen, benannt nach den Pathologen Carl Sternberg
und Dorothy Reed) aus Lymphomen lange Zeit umstritten. Erst als es im Jahr 1978 gelang,
Sternberg-Reed-Riesenzellen in vitro zu kultivieren, war der Grundstein fir Studien auf
zellbiologischer, zytogenetischer und immunologischer Ebene gelegt. Hierdurch war es
mdglich, B-Lymphozyten des Keimzentrums eindeutig als physiologische Vorlauferzellen der
HRS-Zellen zu identifizierten (Hiddemann et al. 2005, Kuppers et al. 1994, Kuppers und
Hansmann 2005, Miyoshi et al. 2005).

Basierend auf den jahrzehntelang uneinheitlichen Kilassifikationsmethoden existieren
unterschiedliche Fachtermini, die synonym verwendet alle das Hodgkin-Lymphom

beschreiben (Morbus Hodgkin, Lymphogranulomatose) (Bocker et al. 2012).

2.6.1.1 Morphologie und Pathogenese

Charakteristikum fir das Hodgkin-Lymphom sind die bereits erwahnten Hodgkin-Reed-
Sternberg-Zellen, welche als monoklonale B-Lymphozyten aus den Keimzentren der
Lymphknoten hervorgehen und zum einen als mehrkernige Sternberg-Riesenzellen, zum

anderen als einkernige Hodgkin-Zellen zirka ein Prozent aller Zellen des Hodgkin-befallenen
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Lymphknotens reprasentieren. Den Rest stellt ein inflammatorisches Infiltrat, bestehend aus
CD4-positiven Lymphozyten, Monozyten, eosinophilen Granulozyten sowie grolien
Fibroblasten. Die morphologisch weitestgehend einheitlich erscheinenden HRS-Zellen selbst
sind immunhistochemisch mittels der Rezeptoren CD30 und CD15 markierbar (Dinand et al.

2008, Foyil und Bartlett 2010, Stein und Diehl 2014).

Vier Varianten des klassischen Hodgkin-Lymphoms (zirka 93 Prozent der Falle) werden von
dem nodularen lymphozytenpradominanten Hodgkin-Lymphom (zirka sieben Prozent der
Falle) wegen seiner abweichenden Prognose und Genese (Synonym: nodulares
Paragranulom) abgegrenzt. Die typische Expression von CD30 und CD15 fehlt und auch in
der zytomorphologischen Auswertung finden sich charakteristische Zellen des klassischen
Hodgkin Lymphoms nicht. Allerdings stellen sich im zytologischen Bild sogenannte LP-Zellen
(,lymphocyte predominant cells®) oder ,Popcorn“-Zellen dar, welche CD20- und CD79a-positiv
sind (Aldred et al. 2008, Browne et al. 2003, Gerber et al. 2015, Liu et al. 2015, Rassidakis et
al. 2002). Das noduldre Paragranulom kann im Unterschied zum klassischen Hodgkin-
Lymphom Immunglobulingene exprimieren (Campo et al. 2011).

Histologisch lassen sich die vier Subtypen des klassischen Hodgkin-Lymphoms anhand
spezifischer Merkmale differenzieren. Sie unterscheiden sich in der Anzahl der Sternberg-
Reed-Zellen, in ihrem Wachstumsmuster sowie durch die Zusammensetzung des

begleitenden Zellinfiltrats, wie in Tabelle 2 dargestellt ist (Takenaka und Konda 1983).
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Tabelle 2: Typen des Hodgkin-Lymphoms (modifiziert nach Bocker et al. 2012)
HL = Hodgkin-Lymphom; LK= Lymphknoten

Hodgkin-Subtyp Zusammensetzung des Infiltrats bevorzugte bevorzugtes
Lymphkno- Alter
tenregion

Sternberg- Lymphozyten neutrophile eosinophile Nekrosen
Reed- Granulozyten Granulozyten
Zellen

noduldrlymphozyten- + ++++ + (+) - zervikal 30-60 Jahre

pradominantes (atypisch,

Hodgkin Lymphom L-u. R-

Zellen)

klassisches HL, ++ it + + + mediastinal, 15-30 Jahre

nodular supraklavikular

sklerosierend

klassisches HL, +++ +++ + + - zervikal und 30-60 Jahre

gemischtzellig abdominal

klassisches HL, ++ +++ - - - periphere LK 30-60 Jahre

lymphozytenreich

klassisches HL, ++++ + - - TaF abdominal 60-70 Jahre

lymphozytenarm

Diese und andere immunhistochemische sowie molekulargenetische Analysen beweisen,
dass es sich bei den HRS-Zellen um B-zellulare, lymphatische Zellen handelt und somit das
Hodgkin-Lymphom als echtes Lymphom und nicht, wie urspringlich angenommen, als
atypischer entzindlicher Prozess infektiologischer Pathogenese bezeichnet werden kann
(Hiddemann et al. 2005).

Die detaillierten pathogenetischen Prozesse, die zur Entstehung eines Hodgkin-Lymphoms
fuhren, sind bislang nicht aufgeklart. Allerdings kénnen in zirka funfzig Prozent der Tumorfalle
innerhalb der Tumorzellen Epstein-Barr-Viren mit ungewdhnlich hohem Titer nachgewiesen
werden, sodass man hier im Augenblick Kausalitat vermutet (Al-Salam et al. 2008, Di Napoli
et al. 2013). Auch gilt eine Infektion mit dem HI-Virus als risikosteigernder Faktor (Biggar et al.
2006). Ebenso nimmt man an, dass sich eine immunsuppressive Therapie oder der Kontakt
mit toxischen Substanzen, wie z.B. Holzschutzmitteln, krankheitsbeginstigend auswirken. Mit
einer Inzidenz von drei Neuerkrankungen pro 100.000 Personen jahrlich, weist das Hodgkin-
Lymphom in Europa und den USA zwei Haufigkeitsgipfel um das 30. und 60. Lebensjahr auf
(Campo et al. 2011, Canellos und Mauch 2010, Eich et al. 2010).
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2.6.1.2 Klinische Stadien und Prognose

Die oben aufgefuhrten Unterscheidungskriterien erhalten vor allem im Erscheinungsbild und
im Verlauf der Erkrankung eine klinische Relevanz. Haufig fallt zunachst eine fulminant
zunehmende Schwellung von Lymphknoten auf, da diese den primaren Manifestationsort des
Hodgkin-Lymphoms darstellen. In ungefahr 95 Prozent der Falle beginnt die Erkrankung in
Lymphknoten oberhalb des Zwerchfells, meistens im Bereich des Kopfes und des Halses
(zirka 60 Prozent der Falle). Anfanglich breitet sich die Krankheit lymphogen aus, spater aber
auch hamatogen, woraufhin es zum Sekundarbefall von Milz, Knochenmark oder Leber
kommen kann (Doocey et al. 2005, Herold et al. 2013, Jackson et al. 2010). Insgesamt zeigen
Hodgkin-Lymphome eine eher ginstige Prognose. So liegt die rezidivfreie 5-Jahres-
Uberlebensrate je nach Quelle zwischen zirka 70 und 80 Prozent, wobei sich die nodulare
lymphozytenpradominante Form mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von zirka 95 Prozent als
prognostisch am glnstigsten abhebt (Bdcker et al. 2012).

Um das Prognoseprofil des Patienten erstellen zu kdnnen, bedient man sich der Ann-Arbor-
Stadien-Einteilung gemal der Darstellung in Tabelle 3, welche sich an der Lokalisation der
bereits befallenen Lymphknoten des Organismus orientiert (Rosenberg 1977). Zusatzlich wird
auch die klinische Symptomatik als relevanter Faktor fir die Abschatzung einer Prognose mit
einbezogen. Hierbei unterscheidet man die Patienten nach Kategorie A, ohne, und Kategorie
B, mit B-Symptomatik (Nachtschweil}, Fieber, Gewichtsverlust) (Boécker et al. 2012, Herold et
al. 2013). Letztere tritt vorzugsweise in den Stadien Ill und IV auf und verschlechtert die
Prognose signifikant (Zwitter et al. 1987).

Insgesamt sprechen weiterhin ein hohes Alter, das mannliche Geschlecht, eine Tumorgréfe
von grofRer als zehn Zentimetern, mehr als drei befallene Lymphknotenregionen sowie eine
erhohte Blutsenkungsgeschwindigkeit, eine Andmie und ein niedriger Serumalbumingehalt fir

eine eher schlechte Prognose (Hiddemann et al. 2005).
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Tabelle 3: Stadieneinteilung nach der Ann-Arbor-Klassifikation beim Hodgkin-Lymphom
(modifiziert nach Bocker et al. 2012)

Stadium | Befall einer Lymphknotenregion oder einer extralymphatischen Lokalisation

Stadium |l Befall von zwei benachbarten Lymphknotenregionen auf einer Seite des

Zwerchfells, zusatzlicher Befall einer extralymphatischen Lokalisation

Stadium Il Befall von Lymphknotenstationen oder extralymphatischen Lokalisationen ober-
und unterhalb des Zwerchfells

Stadium IV disseminierter extralymphatischer Befall mit oder ohne Lymphknotenbefall

26.1.3 Klinik und Diagnose

Neben allgemeinen Symptomen wie der B-Symptomatik, Leistungsminderung, eventuell
auftretendem Juckreiz oder lokalisierten Lymphknotenschmerzen nach Alkoholgenuss findet
sich zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bei anndhernd 90 Prozent der Patienten eine
schmerzlose VergroRerung von Lymphknoten. Diese kénnen einen Durchmesser von mehr
als zehn Zentimetern erreichen, indem mehrere einzelne Lymphknoten miteinander
verschmelzen (Herold et al. 2013).

Eine Schwellung mediastinaler Lymphknoten ist haufig mit einem Reizhusten
vergesellschaftet. In zirka 20 Prozent der Falle sind VergréRerungen von Milz und/oder Leber
feststellbar. Auch kénnen neurologische Krankheitsbilder oder Stérungen im Hormonhaushalt
des Patienten einen Hinweis auf die Diagnose liefern (Nakayama-Ichiyama et al. 2010).

Da viele der beschriebenen Symptome differentialdiagnostisch auch anderen Pathologien als
dem Hodgkin-Lymphom zugeordnet werden kdnnen, ist es unerlasslich, die
Verdachtsdiagnose vor Therapiebeginn histologisch zu sichern. Weiterhin ist es fur das
Tumor-Staging essenziell, alle Manifestationsorte zu erfassen, was mittels moderner

Bildgebungsverfahren realisiert wird.

26.1.4 Therapie

Der diagnostisch gesicherte klinische Fortschritt der Erkrankung und die Klassifizierung des

Krankheitsstadiums nach Ann-Arbor wirken sich nicht nur auf die individuelle Prognose,
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sondern auch erheblich auf die anzuwendende Therapie aus. Hierbei gelten die Stadien | und
Il als friihe Stadien und bedingen eine andere Therapie als die fortgeschrittenen Stadien Il
und IV (Hiddemann et al. 2005).

In den frihen Stadien der Erkrankung kombiniert man eine milde Chemotherapie mit einer

Involved-Field-(IF)-Bestrahlung. Hierbei handelt es sich um eine Groffeldtechnik, bei der ein

sogenanntes Mantelfeld und ein ,umgekehrtes Y* (supradiaphragmales und
infradiaphragmales Feld) bestrahlt werden (Eich et al. 2010, Nogova et al. 2005). Es wird also
nicht nur der via Bildgebungsverfahren exakt ermittelte primar befallene Abschnitt, sondern
auch die angrenzenden anatomischen Strukturen bestrahlt, wobei standardmaRig eine
Gesamtdosis von mehr als 30 bis 40 Gy selten Uberschritten wird (Hiddemann et al. 2005).
Kombiniert wird die Strahlentherapie in den friihen Stadien des Hodgkin-Lymphoms mit einer
Polychemotherapie nach dem ABVD-Schema (Adriamycin, Bleomycin, Vinblastin,
Dacarbazin) (Bonadonna et al. 1975, Canellos und Mauch 2010, Josting et al. 2005). Dieses
Konzept verfolgt im Wesentlichen drei Ziele. Erstens haben Studien gezeigt, dass sich mit der
kombinierten Therapie das Rezidivrisiko senken lasst, welches bei alleiniger Strahlentherapie
trotz einer ahnlichen Heilungsrate wie in Verbindung mit einer Chemotherapie ein Maf3 von
zirka 25 Prozent erreicht. Zum Zweiten wollte man die friher haufig durchgeflihrten Staging-
Laparotomien vermeiden. Drittes Kernziel der Kombinationstherapie ist es, die
Bestrahlungsvolumina und -dosen zu reduzieren, um die bestrahlungsinduzierte Toxizitat zu
senken (Eich et al. 2010, Hiddemann et al. 2005, Nogova et al. 2005).

Die Therapie der mittleren Stadien des Hodgkin-Lymphoms erfolgt aktuell standardmafig mit
der Abfolge zweier Zyklen nach dem BEACOPP-Schema eskaliert, gefolgt von zwei weiteren
Zyklen nach dem ABVD-Schema. Im Anschluss wird auch hier eine IF-Radiotherapie mit einer
Dosis von 30 Gy durchgefihrt (Ballova et al. 2005, Klimm et al. 2005).

Handelt es sich um ein Hodgkin-Lymphom fortgeschrittenen Stadiums erreichen zirka 60
Prozent der Patienten eine langfristige Krankheitsfreiheit, wenn sie mit der aktuellen Standard-
Therapie behandelt werden. Diese sieht zunachst acht Zyklen nach dem BEACOPP-Schema
(oder bei Patienten alter als 60 Jahre alternativ nach dem ABVD-Schema) vor, welches sich
als weniger toxisch flir diese Patientengruppe erwiesen hat. Resttumoren werden im
Anschluss gezielt bestrahlt (Ballova et al. 2005, Klimm et al. 2005). Um die Therapie aller
Stadien des Hodgkin-Lymphoms weiter zu optimieren, werden alternative Therapieprotokolle

derzeit intensivim Rahmen von Studien evaluiert.
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2.6.2 Das Non-Hodgkin-Lymphom

Definitionsgemaf kann das Non-Hodgkin-Lymphom als maligne klonale Neoplasie verstanden
werden, welche von B- oder T-Lymphozyten des lymphatischen Gewebes ihren Ausgang
nimmt (Herold et al. 2013). Da das Non-Hodgkin-Lymphom in vielen verschiedenen
Erscheinungsformen mit differenzierten klinischen, immunologischen und genetischen
Charakteristika auftritt, wird im Folgenden nur auf wesentliche gemeinsame Merkmale der
Entitdten Bezug genommen. Das in dieser Arbeit untersuchte extranodale Non-Hodgkin-

Lymphom vom MALT-Typ wird im Folgenden genauer betrachtet.

2.6.2.1 Morphologie und Pathogenese

Im Unterschied zum Hodgkin-Lymphom fehlen beim Non-Hodgkin-Lymphom die klassischen
HRS-Zellen. Zu Klassifikationszwecken ist es daher unabdinglich, die Linienzugehdrigkeit zur
B-, T-, oder NK-Zell-Reihe zu bestimmen (Hiddemann et al. 2005).

Zirka 80 bis 85 Prozent der Non-Hodgkin-Lymphome lassen sich auf das B-Zell-System
zurlckfuhren, 15 bis 20 Prozent auf T-Zellen. Insgesamt manifestieren sich zwei Drittel
zunachst primar nodal, dies schlie3t eine spatere extranodale Besiedelung, beispielsweise der
Milz, der Leber oder des Knochenmarks, allerdings nicht aus. Ein Drittel aller Non-Hodgkin-
Lymphome entwickelt sich primar extranodal Uberwiegend in der Haut und im Magen-Darm-
Trakt (Bocker et al. 2012).

Im Durchschnitt liegt das Erkrankungsalter fur Non-Hodgkin-Lymphome zwischen 60 und 70
Jahren. Dies trifft sowohl fur die niedrigmalignen kleinzelligen als auch fir die hochmalignen
blastischen Non-Hodgkin-Lymphome zu. Wenn sich die Erkrankung bereits im Kindesalter
manifestiert, handelt es sich am haufigsten um die akute lymphoblastische Leukamie, das
Burkitt-Lymphom sowie das grof3zellig-anaplastische Lymphom. Die meisten Non-Hodgkin-
Lymphome vor dem 15. Lebensjahr sind mit einer hohen Malignitat assoziiert (Palackdharry
1994, Yamamoto 2002). Mit steigender Tendenz erkranken zehn bis zwoIf Personen jahrlich,
bezogen auf 100.000 Einwohner. Eine Zunahme der an extranodalen, hochmalignen
Lymphomen erkrankten Personen bringt man mit der Ausbreitung der HIV-Infektion und mit
der Zunahme immunsuppressiver Therapien nach Organ- und Knochenmarks-
Transplantationen in Zusammenhang (Curtis et al. 1999, Tubman et al. 1983). AIDS-Patienten
(Acquired Immune Deficiency Syndrome) haben ein bis zu 1000-fach erhdhtes Risiko, an
einem NHL zu erkranken (Feichtinger et al. 1992). Weitere NHL-assoziierte Immundefekte
sind beispielsweise das Sjogren-Syndrom und die Ataxia teleangiectatica (Canman und Lim
1998, Talal und Bunim 1964).
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Daruber hinaus existieren auch zahlreiche Hypothesen Uber eine mogliche Kausalitat
zwischen bakteriellen Infektionen oder einer viralen Infektion mit zum Beispiel dem Epstein-
Barr-Virus (EBV) und dem in Afrika und Asien endemisch auftretenden Burkitt-Lymphom
(Epstein et al. 1964). Als pradisponierender Faktor fir die Entwicklung schleimhautassoziierter
Non-Hodgkin-Lymphome gilt eine chronische Infektion mit dem Bakterium Helicobacter pylori
(Wotherspoon et al. 1991).

Klassifikation der Non-Hodgkin-Lymphome

Auf Grund der Fille der einzelnen Entitaten, die den Non-Hodgkin-Lymphomen zugeordnet
werden, unterscheidet man klinisch das indolente NHL vom aggressiven Typ, welcher
ungefahr 30 Prozent der Erkrankungen ausmacht. Letzterer ist als hoch maligne zu bewerten
und fihrt unbehandelt rasch zum Tod. Kurativ bildet hier die Chemotherapie einen Ansatz.
Das niedrig maligne indolente NHL stellt mit zirka 70 Prozent der Erkrankten den weitaus
grolieren Gesamtanteil. Da eine Heilung durch Chemotherapie hier nicht méglich ist, werden
diese in der Regel erst beziehungsweise nur dann therapiert, wenn entweder ein rascher
Krankheitsprogress oder eine ausgepragte klinische Symptomatik feststellbar ist. Die
Klassifikation der WHO trennt die einzelnen Entitaten nach Zugehdrigkeit zur B- oder T-
Zellreihe auf und unterscheidet weiterhin Lymphome der frilhen und spateren Vorlauferzellen
der Lymphopoese. Sie verzichtet dabei auf den zytologischen Malignitatsgrad als

ubergeordnetes Einteilungsprinzip (Hiddemann et al. 2005, Jaffe 2009).

2.6.2.2 Klinische Stadien und Prognose

Ahnlich wie beim Hodgkin-Lymphom werden auch die Non-Hodgkin-Lymphome anhand der
Ann-Arbor-Stadieneinteilung klassifiziert, welche im Einzelnen der Tabelle 4 zu entnehmen
ist. Erganzend unterscheidet man hierbei allerdings noch den primar nodalen vom primar
extranodalen Befall. Die letztgenannten Lymphome vom Non-Hodgkin-Typ sind insgesamt
seltener und manifestieren sich als sogenannte MALT-Lymphome Uberwiegend im

Gastrointestinaltrakt oder als kutane T-Zell-Lymphome an der Haut (Herold et al. 2013).
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Tabelle 4: Stadieneinteilung nach der Ann-Arbor-Klassifikation beim Non-Hodgkin-Lymphom
(modifiziert nach Herold et al. 2013)

Stadium | Befall einer einzigen Lymphknotenregion oder lokalisierter Befall eines einzigen
extralymphatischen Organs

Stadium | Befall von zwei oder mehr Lymphknotenregionen auf einer Seite des Zwerchfells
oder Vorliegen lokalisierter extranodaler Herde und Befall einer oder mehrerer
Lymphknotenregionen auf einer Seite des Zwerchfells

Stadium Il Befall von zwei oder mehr Lymphknotenregionen auf beiden Seiten des
Zwerchfells oder Befall von lokalisierten extranodalen Herden
und Lymphknotenbefall auf beiden Seiten des Zwerchfells

Stadium 1111 subphrenischer Befall, beschrankt auf Milz, zoéliakale und/oder portale
Lymphknoten allein oder gemeinsam

Stadium 1112 subphrenischer Befall mit Beteiligung paraaortaler, mesenterialer, iliakaler
und/oder inguinaler Lymphknoten allein oder gemeinsam

Stadium IV disseminierter Befall eines oder mehrerer extralymphatischer Organe mit oder
ohne Lymphknotenbefall

Wie auch beim Hodgkin-Lymphom erhalten die Stadien einen Zusatz ,A“ bei Fehlen, ,B“ bei
Vorliegen von nicht erklarbarem Fieber, héher als 38,5°C, Nachtschweild mit Waschewechsel
und Gewichtsverlust von mehr als zehn Prozent des Kérpergewichts innerhalb von sechs
Monaten ohne erkennbare Ursache (B-Symptomatik) (Brincker et al. 2000, Harrington et al.
2005, Rath et al. 2014).

2.6.2.3 Klinik und Diagnose

In der Regel stellen sich Patienten, die an einem Non-Hodgkin-Lymphom erkrankt sind, mit
den im Folgenden beschriebenen Symptomen vor. Zunachst findet sich vermehrt eine meist
schmerzlose persistierende oder progrediente Schwellung von Lymphknoten. Eine
Hepatomegalie kann vorkommen, jedoch Iasst sich haufiger eine Vergrolierung der Milz

darstellen. Extralymphatische Raumforderungen im HNO-Bereich, dem Magen-Darm-Trakt,
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der Haut oder dem =zentralen Nervensystem (ZNS) treten neben der klassischen B-
Symptomatik in Erscheinung. Oftmals finden sich weiterhin Stoérungen der Hamatopoese.
Mudigkeit und Abgeschlagenheit kdnnen Folge einer Anamie sein, eine Thrombozytopenie
steigert die Blutungsneigung, wobei haufig Petechien zu beobachten sind. Weiterhin zeigt sich
eine Granulozytopenie sowie eine Hypogammaglobulinamie, welche zu einer erhohten
Infektanfalligkeit fUhren (Helbron et al. 1979).

Auch hier gilt es die Diagnose zu sichern und von mdglichen Differentialdiagnosen
abzugrenzen. Dies gelingt neben Anamnese, koérperlicher Untersuchung und Laborbefund
(groRRes Blutbild mit Thrombozyten und Retikulozyten, GOT, GPT, AP, Gamma-GT, Bilirubin,
Kreatinin, Harnsaure, Blutglucose, LDH, Beta-2-Mikroglobulin, BSG, CRP, Gesamteiweil,
Blutgerinnungswerte, Hamolyseparameter u.a.) mittels molekularer Diagnostik zur Analyse
der Genexpression. Auch bei Non-Hodgkin-Lymphomen sind aus diagnostischen und
therapeutischen Grunden eine histologische und eine immunhistochemische Untersuchung
nach Lymphknotenexstirpation unerlasslich. Selbstverstandlich spielt auch die bildgebende
Diagnostik, wie unter anderem die Sonographie, das Computertomogramm oder ein
klassisches Rontgenbild eine entscheidende Rolle. Je nach vorliegender Symptomatik und
Notwendigkeit wird der Gesamteindruck des Krankheitsbildes durch klinische
Untersuchungen, wie beispielsweise eine Koloskopie oder eine HNO-arztliche Untersuchung,
erganzt (Jaffe 2009, Wanyura et al. 2007).

Die WHO-Klassifikation unterscheidet innerhalb der Non-Hodgkin-Lymphome der B-Zell-
Reihe zunachst, ob es sich um Neoplasien von Vorlaufer-B-Zellen oder um solche reifer B-
Zellen handelt (Tabelle 5). Bislang sind nicht alle Differenzierungsstufen der jeweiligen
Ausgangs-B-Zellen bekannt, daher ist die Zuordnung teilweise noch hypothetisch (Jaffe 2009).
Insbesondere bei den B-Zell-Lymphomen erfolgt die Benennung entsprechend dem
vorherrschenden histologisch erkennbaren Zelltyp in kleinzellige und blastische Lymphome.
Erstere bestehen lberwiegend aus Lymphozyten, wachsen langsam, verlaufen prognostisch
glnstig und kénnen daher als niedrigmaligne bezeichnet werden. Blastische Lymphome,
hingegen, weisen eine hohe Proliferationsrate auf, wachsen aggressiv und neigen zur
schnellen Generalisierung. Da diese Prozesse als hochmaligne zu bewerten sind, wirkt sich
die genau zu sichernde Diagnose auch erheblich auf die anzustrebende Therapie aus (Bdcker
et al. 2012).
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Tabelle 5: WHO-Klassifikation der B-Zell-Lymphome/Leukamien
(modifiziert nach Bécker et al. 2012)

Vorlaufer-B-Zell-Neoplasien
- Vorlaufer-B-lymphoblastisches Lymphom/Leukamie

Reifzellige B-Zell-Neoplasien
- kleinzellige B-Zell-Lymphome
- chronische lymphozytische Leukamie, kleinzelliges lymphozytisches Lymphom
- B-Zell-Prolymphozytenleukamie
- lymphoplasmozytisches Lymphom
- splenisches Marginalzonenlymphom
- Haarzellenleukamie
- Plasmozytom
- extranodales Marginalzonenlymphom des MALT*
- nodales Marginalzonenlymphom
- follikuldres Lymphom
- Mantelzelllymphom
- blastische B-Zell-Lymphome
- diffuses grof3zelliges B-Zell-Lymphom
- mediastinales grof3zelliges B-Zell-Lymphom
- intravaskulares grof3zelliges B-Zell-Lymphom
- primares Ergusslymphom
- Burkitt-Lymphom/Leukamie

* die weiter unten naher beschriebenen Entitaten

Da in der vorliegenden Arbeit nicht alle Entitaten untersucht wurden, wird im Folgenden nur

auf das relevante B-Zell-Lymphom vom MALT-Typ Bezug genommen.

Tabelle 6: Grading maligner Non-Hodgkin-Lymphome

Grading Definition

Grad 1 0-5 Zentroblasten pro Gesichtsfeld *
Grad 2 6-15 Zentroblasten pro Gesichtsfeld *
Grad 3 >15 Zentroblasten pro Gesichtsfeld *

* unter einem mikroskopischen Gesichtsfeld versteht sich das mit einem 40x-Objektiv und 18mmOkular
sichtbare Areal (0,195mm?).

31



Einleitung

Bei zirka 15 Prozent der Patienten erfolgt die Diagnose bereits in den Stadien | oder Il, welche
als lokalisierte Stadien bezeichnet werden. Hier ist die Therapie der Wahl eine ,Extended
Field* (EF)-Bestrahlung mit einer Gesamtdosis von mindestens 30 Gy. Die Kombination mit
einer neoadjuvanten Immuntherapie, beispielsweise mit Rituximab, ist mdglich. Diese
Behandlungsstrategie kann eine sehr lange Krankheitsfreiheit erzielen, sodass bis zu 85
Prozent der Patienten im Stadium | und bis zu 35 Prozent im Stadium Il in den ersten zehn
Jahren nach Diagnosestellung beschwerdefrei sind.

Die mehrheitliche Diagnosestellung bei Follikularen Lymphomen erfolgt jedoch zu 85 Prozent
erst in den generalisierten Stadien Il und IV nach Ann-Arbor. In diesen Fallen ist der
Behandlungsansatz als palliativ zu betrachten und wird erst dann eingeleitet, wenn
krankheitsassoziierte Symptome auftreten. Hier waren die typische B-Symptomatik, eine
hamatopoetische Insuffizienz oder eine Einschrankung der Lebensqualitat durch Lymphom-
Progress zu nennen. Im Rahmen klinischer Studien gestaltet sich die Therapie als
Kombination aus Immun- und Chemotherapie, zum Beispiel der R-CHOP-Therapie
(Rituximab, Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, Prednisolon) (Witzig et al. 2015). In
Abhangigkeit der ausschlaggebenden Parameter der Erkrankung, wie zum Beispiel des
Patientenalters, stehen auch andere Therapiealternativen zur Verfigung (Simon et al. 2007,
Vujasinovic-Stupar et al. 2008, Witzig et al. 2015).

2.6.24 Das MALT-Lymphom

Als MALT-Lymphome werden diejenigen Lymphome bezeichnet, die ihren Ursprung in
sekundarem mukosa-assoziiertem lymphatischen Gewebe (mucosa-associated lymphoid
tissue, MALT) haben. Im Rahmen pathologischer Prozesse, wie zum Beispiel einer
chronischen Infektion, entsteht sekundares MALT in solchen Organen, in denen
physiologischerweise kein lymphatisches Gewebe nachweisbar ist (Muller-Hermelink et al.
1995). Vielfaltige Ausldser kdnnen die Grundlage fur eine solche Entzliindungsreaktion sein.
Das Sjogren-Syndrom der Speicheldriisen oder eine Hashimoto-Thyreoiditis lassen sich
beispielsweise den Autoimmunprozessen zuordnen. Eine bakterielle Ursache bildet eine
Helicobacter-pylori-induzierte Gastritis. Persistieren solche Entziindungen Uber einen
langeren Zeitraum, kann dies die Grundlage flr eine maligne Entartung von B-Lymphozyten
bilden und damit zur Ausbildung eines MALT-Lymphoms flhren (Isaacson und Spencer 1993,
Talal und Bunim 1964, Wotherspoon et al. 1991).

Morphologisch und immunologisch entsprechen die malignen B-Zellen in MALT-Lymphomen
am ehesten den B-Gedachtnis-Zellen (Harris et al. 1994). |hren Ursprung nehmen die

Tumoren in der Marginalzone des Lymphfollikels. Im Rahmen der Tumorprogression ist
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allerdings auch eine Transformation vom MALT-Lymphom in ein primar grof3zelliges B-Zell-
Lymphom maoglich (Chan et al. 1990).

MALT-Lymphome weisen ein invasives und destruktives Wachstum auf, was Ruickschlisse
auf den Grad ihrer Malignitat zulasst. Sie breiten sich saumartig um die reaktiven Lymphfollikel
aus und wachsen flachenhaft in der betroffenen Schleimhaut. Durch die Infiltration des
gesunden Gewebes kommt es zunachst zu lympho-epithelialen Lasionen, spéater zur
Zerstérung des Ursprungsgewebes mit einhergehendem Funktionsverlust. Im weiteren
Verlauf dringt der Tumor auch in die Keimzentren der betroffenen Lymphfollikel ein, sodass es
zu einer follikularen Kolonisierung kommt (Akagi 1999, Isaacson et al. 1991, Tomita et al.
2003). Beim Non-Hodgkin-Lymphom vom MALT-Typ finden sich typischerweise Uber alle
Schleimhautschichten ausgedehnte reaktive Lymphfollikel. Eine charakteristische genetische
Aberration der MALT-Lymphome ist die chromosomale Translokation t(11;18)(q21;921), die in
etwa 50 Prozent der Falle auftritt (Ott et al. 1997).

Die MALT-Lymphome des Magens stellen auf Grund ihrer Haufigkeit innerhalb dieser Entitat
die am Dbesten erforschte Tumorgruppe dar. Hier zeigt sich ein komplexes
Wechselwirkungsgeschehen zwischen den malignen B-Zellen und dem Einfluss von T-Zellen
und Antigenen in der Lymphomgenese. Wegen des Zusammenhangs eines MALT-Lymphoms
des Magens mit der chronischen bakteriellen Helicobacter-pylori-Infektion untersuchte man
den Einfluss bakterieller Antigene auf die Proliferation der Lymphomzellen und stellte
Uberrascht fest, dass die gastralen malignen B-Zellen keine Reaktion auf das Helicobacter-
pylori-Antigen zeigten. Stattdessen wiesen die untersuchten Antigen-Rezeptoren eine
Spezifitat fur ganz verschiedene Autoantigene auf (Cammarota et al. 1997, D'Elios et al. 2003,
Enno et al. 1998, Greiner et al. 1998, Lenze et al. 2006). Die stimulierten Zellen reagierten bei
Antigenbindung mit einer signifikanten Steigerung ihres Wachstums, was den positiven
Einfluss von Antigenen auf die Tumorprogression belegte (Greiner et al. 1998, Hussell et al.
1993a, Hussell et al. 1993b, Hussell et al. 1993c).

Helicobacter-pylori-Antigene werden nicht von entarteten B-Zellen erkannt, wohl aber von
reaktiven T-Zellen, die den Tumor ebenfalls infiltrieren. Sie leisten eine Art Uberlebenshilfe fiir
die Lymphomzellen, indem eine essenzielle Signaltransduktion wie beispielsweise die CD40-
Ligation stattfindet und bestimmte Cytokine vom Th2-Typ ausgeschuttet werden (Greiner et
al. 1998, Hussell et al. 1993a, Hussell et al. 1993b, Hussell et al. 1993c). Diese
Wechselwirkung ist so ausgepragt, dass es im Rahmen einer Eradikationstherapie von
Helicobacter pylori zur Regression bis hin zur vollstindigen Remission gastraler MALT-
Lymphome kommen kann (Montalban et al. 1997, Nobre-Leitao et al. 1998, Savio et al. 2000,
Wotherspoon 2000). Warum die Vorlauferzellen der MALT-Lymphozyten die negativen

Selektionsmechanismen der T-Zellen Uberwinden kénnen, ist bisher weitgehend unklar.
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Diagnose, Stadien und Therapieprinzip bei MALT-Lymphomen

Ungefahr funf bis zehn Prozent aller Non-Hodgkin-Lymphome sind MALT-Lymphome. Am
haufigsten zeigt sich ein Befall des Magens und anderer Abschnitte des
Gastrointestinaltraktes. Die in Abschnitt 2.6.2.2 beschriebenen gultigen Ann-Arbor-Stadien fur
Non-Hodgkin-Lymphome werden fur das MALT-Lymphom nicht einheitlich angewandt, sodass
teilweise abgewandelte Systeme der Ann-Arbor-Klassifikation zum Einsatz kommen. Der
Vorschlag, MALT-Lymphome beispielsweise nach dem TNM-Prinzip zu klassifizieren, hat sich
bislang allerdings nicht durchgesetzt. Die Modifizierung der NHL-Klassifikation fur MALT-
Lymphome insbesondere des Magens liegt vermutlich darin begrindet, dass diese
Tumorentitat einige Besonderheiten aufweist (Koch et al. 2001a, Koch et al. 2001b, Raderer
et al. 2006, Zucca et al. 2000).

Wahrend andere NHL haufig einen operativen Eingriff erfordern, um die Diagnose zu sichern,
lasst sich in der Uberwiegenden Mehrheit der Magen-Lymphome vom MALT-Typ die Diagnose
endoskopisch beziehungsweise per Biopsie stellen. Handelt es sich bei der untersuchten
Probe tatséchlich um ein MALT-Lymphom, ist es wegen des moglichen simultanen Befalls
anderer Organsysteme obligat, haufige Manifestationsorte abzuklaren (Magen-Darm-Trakt,
Waldeyer-Rachenring, Nasennebenhdhlen, Kopfdrisen etc.). Mittels Bildgebung lassen sich
Befunde zur Befallstiefe (Endosonographie) und zu organfernen Lymphknotenherden
(Computertomographie) erheben, die in Kombination eine Stadieneinteilung bereits mit hoher
Sicherheit erlauben (Koch et al. 2001a, Stefanovic und Lossos 2009, Zucca et al. 2000, Zucca
et al. 2003).

Wie bereits in anderen Abschnitten dieser Arbeit beschrieben, bedingt auch bei MALT-
Lymphomen das Staging die anschlieRende Therapie. Patienten im Stadium |, bei denen eine
Helicobacter-pylori-Besiedelung besteht, werden mit einer Eradikationstherapie behandelt. In
bis zu 80 Prozent der Falle kann hiermit eine Remission erzielt werden (Montalban et al. 1997,
Wohrer et al. 2004).

Besteht kein Nachweis von Helicobacter pylori oder liegt ein hdheres Tumorstadium vor,
werden mittels Radiotherapie gute Ergebnisse erzielt. Hierbei erfolgt die Bestrahlung mit
geringen Dosen zunachst als reine IF-RT, in spateren Stadien als reduzierte EF-RT. Eine
kombinierte Chemo-Immun-Therapie ohne zusétzliche Bestrahlung erfolgt in der Regel in den
fortgeschrittenen Stadien IIl und IV (Uno et al. 2003).
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2.7 Begleiterkrankungen

Da die Mehrheit der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patienten an einer oder mehreren
Begleiterkrankungen litt, sind die fiir die vorliegende Arbeit relevanten im folgenden Abschnitt

erlautert.

271 Autoimmunerkrankungen

Als Autoimmunerkrankung werden Erkrankungen bezeichnet, bei denen sich das
Immunsystem in Form chronischer Entzindungsreaktionen gegen Strukturen des eigenen
Organismus richtet. Hierbei werden autoimmune Prozesse, die nur ein bestimmtes Organ
betreffen, von systemischen Erkrankungen abgegrenzt, welche sich an mehreren
Lokalisationen des Korpers manifestieren (Anaya et al. 2012). So vielgestaltig wie die
menschlichen Gewebe, sind auch die Autoantikorper, die sich falschlicherweise gegen sie

richten konnen.

2711 Sjogren-Syndrom

Eine der oben benannten systemischen Autoimmunerkrankungen ist das Sjogren-Syndrom.
Hierbei handelt es sich um eine Immunreaktion, bei der die Speichel- und Tranendrisen als
korperfremd erkannt und von den Immunzellen angegriffen werden (Catanzaro und Dinkel
2014). Das Sjogren-Syndrom zahlt zu den Kollagenosen und kann sowohl als eigenstandige
Krankheit auftreten, wie auch als Begleiterscheinung anderer rheumatischer Erkrankungen.
Zirka funf bis zehn Prozent der Patienten entwickeln ein malignes Lymphom. Frauen
erkranken zirka neunmal haufiger an einem Sjégren-Syndrom als Manner (Catanzaro und
Dinkel 2014, Maslinska et al. 2015, Nannini et al. 2013).

Durch die systemische Ausbreitung der Erkrankung kann es zu einer Vielzahl verschiedenster
Symptome kommen. Dabei fallt haufig eine Mund- und Augentrockenheit auf, wodurch es zu
einer Schleimhautreizung (Augenhornhautentziindung, Mundschleimhautentziindung) der
betroffenen Regionen kommen kann. Ebenso leiden die Patienten unter chronischer
Muidigkeit. Gelenkbeteiligungen wie Morgensteifigkeit, Gelenkschmerzen oder Arthritis
werden ebenfalls oft bei Patienten mit dem Sjégren-Syndrom beobachtet. In selteneren Fallen
sind auch innere Organe wie Niere, Leber, Lunge oder Pankreas betroffen (Fossaluzza und
De Vita 1992, lannuccelli et al. 2012, Kramer 2014, Ramos-Casals et al. 2014, Turner 2014).
Neben den oben genannten Allgemeinsymptomen lasst sich das Sjogren-Syndrom auch

laborchemisch nachweisen. Im Blut fallt typischerweise eine hohe BSG, eine Leukozytopenie
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und eine Gammaglobulinamie auf. Eine klassische Entzindung ist meist nicht deutlich
ausgepragt (CRP normal). Auch das Auftreten von Rheumafaktoren kann vorkommen. Die
endgultige Diagnose ist mittels eines Nachweises sogenannter antinuklearer Antikérper (ANA)
und, als spezifische ANA, von SSA- oder SSB-Antikérpern, sowie anschlieiender Biopsie der
Lippenschleimhaut mit ihren typischen Veranderungen zu sichern (Cortes et al. 1985, Gilburd
et al. 2004, Tengner et al. 1998, Tzioufas et al. 2002).

Eine Therapie im Sinne von Heilung steht fir das Sjogren-Syndrom nicht zur Verfigung. Da
es sich allerdings um eine Erkrankung mit insgesamt eher mildem Verlauf und guter Prognose
handelt, genligt oftmals eine Uberwachung der Blutparameter sowie eine symptomatische
Therapie mit Tranen- oder Speichelersatzmitteln. Die Prognose verschlechtert sich bei
Ubergang der Erkrankung in ein malignes Lymphom oder einen systemischen Lupus

erythematodes (Catanzaro und Dinkel 2014, Maslinska et al. 2015).

2.71.2 Hashimoto-Thyreoiditis

Die Hashimoto-Thyreoiditis fuhrt zu einer chronischen Entziindung der Schilddriise und zahit
zu den organspezifischen Autoimmunerkrankungen. Sie tritt allerdings gehauft gemeinsam mit
anderen endokrinen Stérungen autoimmuner Genese wie zum Beispiel dem Diabetes mellitus
Typ | oder dem Morbus Addison auf (Caturegli et al. 2014, Gartner 2009).

Die Hashimoto-Thyreoiditis ist die haufigste Autoimmunerkrankung des Menschen, wobei
auch hier Frauen haufiger erkranken als Manner. Sie manifestiert sich langfristig bei all ihren
Verlaufsformen durch eine Schilddriisenunterfunktion, die sich vielgestaltig klinisch auern
kann. Der schleichende Krankheitsverlauf sowie die Vielzahl der moéglichen Symptome
erschweren die Diagnosestellung haufig (Caturegli et al. 2014, Gartner 2009).

Besteht der Verdacht auf eine Funktionsstérung der Schilddriise, kann deren Stoffwechsellage
durch eine Blutuntersuchung mit genauer Betrachtung von TSH, T3 und T4 beurteilt werden.
Da dies zur Diagnosesicherung nicht ausreichend ist, werden bei Verdacht zusatzlich die auch
bei dieser Erkrankung auftretenden spezifischen Autoantikdrper im Blut bestimmt. Als
relevante Marker sind hier Antikdrper gegen die Thyreoperoxidase (TPOAK/MAK) oder
Antikérper gegen das Thyreoglobulin (Tg-AK) zu evaluieren (Banga et al. 1986, Szanto et al.
2008, Toulis et al. 2013, Willms et al. 2013). Daruber hinaus sind eine Sonographie der
Schilddrise zur Beurteilung von GréRe und Zustand sowie eine Feinnadelbiopsie zur
endgultigen histologischen Diagnosesicherung indiziert (Kapan et al. 2015, Willms et al. 2013,
Yang et al. 2014).

Eine Therapie zur Heilung der Hashimoto-Thyreoiditis steht bislang nicht zur Verfigung. Ist

die Schilddrisenfunktion eingeschrankt, so wird der Mangel durch Substitution der
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Schilddrisenhormone ausgeglichen. Dies fuhrt bei gut eingestellter Medikation zu einer
uneingeschrankten Lebensqualitat, erfordert allerdings meist die lebenslange Gabe der
Hormone sowie regelmaRige Kontrollen zur mdglicherweise notwendigen Dosisanpassung
(Caturegli et al. 2014, Gartner 2009).

2.7.2 Helicobacter-pylori-Infektion

Helicobacter pylori (H.p.) ist ein gramnegatives Stabchenbakterium, das in der Lage ist, den
menschlichen Magen zu besiedeln. Der Keim ist von einer spiralig gekrimmten Morphologie
und bewegt sich mit Hilfe seiner Geildeln aktiv fort (Kist et al. 2005, Tomb et al. 1997).

Erst Ende der 1980er Jahre wurde das Bakterium als Ursache von Ulcuserkrankungen im
Gastroduodenalbereich anerkannt. Dies stellte medizinisch einen Durchbruch dar, da man bis
dahin davon ausgegangen war, dass Magengeschwure einzig und allein einer zu hohen
Magensaureproduktion geschuldet seien (Marshall 1993).

Helicobacter-Bakterien sind weltweit verbreitet und treten in mehreren Hundert verschiedenen
Stammen auf. Die chronische Infektion mit diesem Keim zahlt weltweit zu den haufigsten
bakteriellen Infektionen, wobei Entwicklungslander eine hohere Pravalenz zeigen als
Industrienationen. Nicht alle besiedelten Individuen erkranken auch (Kist et al. 2005).

Der genaue Ubertragungsweg von H.p. ist nicht abschlieBend geklart. Kommt es zu
pathologischen Veranderungen durch die Kolonisation mit dem Keim, steigt die
Magensaureproduktion an. Dies kann eine Reihe gastroduodenaler Erkrankungen wie
beispielsweise Gastritiden, Magengeschwure oder Zwodlffingerdarmgeschwire nach sich
ziehen. Da auch MALT-Lymphome mit dem Vorkommen von H.p. assoziiert sind, gilt das
Bakterium dartber hinaus auch als Karzinogen (Kawano et al. 1990, Kist et al. 2005, Sawaoka
et al. 1998, Sidebotham und Baron 1990, Smoot et al. 1990).

H.p. muss sich im aggressiven Milieu des Magens durch eine Reihe von Mechanismen vor
einer Zerstorung schutzen. Dies gelingt ihm zum einen durch Einnistung in der
Magenschleimschicht, welche ihn vor Verdauung schitzt. Dariber hinaus produziert H.p. das
Enzym Urease, welches die Reaktion von Harnstoff zu Ammoniak und Kohlendioxid
katalysiert. Die dadurch entstehende ,Ammoniakhulle® hebt lokal den pH-Wert an und fuhrt zu
einer Alkalisierung im unmittelbaren Umfeld des Bakteriums. Die Sezernierung pathogener
Substanzen sowie weitere Pathogenitadtsmechanismen sorgen schlussendlich dafiir, dass die
befallene Schleimhaut erkrankt (Kawano et al. 1990, Kist et al. 2005, Tomb et al. 1997).

Eine Besiedlung mit dem Keim kann durch mehrere Methoden diagnostiziert werden. Eine
Biopsie aus der Magenschleimhaut liefert den eindeutigen mikroskopischen Nachweis (Wong

et al. 2014). Das von H.p. produzierte Urease-Enzym wird indirekt genutzt. Ist es nachweisbar,
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I&sst sich schlussfolgern, dass H.p. vorhanden sein muss, da die Urease physiologischerweise
im Magen nicht vorkommt. Daruber hinaus gibt es auch noch andere Nachweismethoden, die
jeweils direkt oder indirekt das Bakterium oder eines seiner spezifischen Stoffwechselprodukte
detektieren (Sidebotham und Baron 1990, Smoot et al. 1990).

Die Therapie der Wahl ist gemal den Maastricht-Leitlinien der EHPSG die
Eradikationstherapie, bestehend aus einem Protonenpumpeninhibitor zur Senkung der
Sauresekretion sowie zweier Antibiotika (Clarithromycin + Amoxicillin/Metronidazol). Auch
Bismuth-Salze kommen ergénzend therapeutisch im Rahmen einer Quadrupel-Therapie zum
Einsatz (Marshall 1993, Tsuiji et al. 2006, Wohrer et al. 2004).
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3 Zielsetzung der Arbeit

MALT-Lymphome sind eine heterogene Gruppe von Tumoren, die haufig erst in einem der
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen weiteren Beitrag im Rahmen eines gréeren
Forschungsprojektes zur Untersuchung des Somatostatin- und CXCR4-Rezeptorbesatzes in
malignen Neoplasien zu leisten. Dazu wurden im Speziellen Patientenproben von Non-
Hodgkin-Lymphomen des MALT-Typs verschiedener Lokalisationen immunhistochemisch
untersucht und die daraus resultierenden Ergebnisse im Zusammenhang mit klinischen Daten
der Patienten ausgewertet.

Fir eine Vielzahl verschiedener Tumorentitaten, insbesondere flr neuroendokrine
Neoplasien, ist bereits umfangreich belegt, dass sie eine Uberexpression von Somatostatin-
Rezeptoren aufweisen. Diese gewinnen daher als molekulare Ziele immer mehr an Bedeutung
sowohl fur die Therapie, als auch fir die Diagnostik (Lamberts et al. 1991, Reubi et al. 1992).
Ein Ansprechen des Tumors auf zum Beispiel Somatostatin-Analoga hangt jedoch mal3geblich
von dessen Rezeptorprofil ab (Schulz et al. 1998a, Schulz et al. 1998b). Im Zusammenhang
mit hamatologischen und immunologischen Untersuchungen ist auch der Chemokinrezeptor
CXCR4 bereits detailliert beschrieben worden (Juarez und Bendall 2004, Ma et al. 1998). Da
es sich bei malignen Non-Hodgkin-Lymphomen um entartete Zellen des Immunsystems
handelt, die sowohl bestimmte SSTR, aber auch den CXCR4, exprimieren kénnen, wurde in
der vorliegenden Arbeit die Vermutung naher untersucht, dass sich in den verfiigbaren Proben
sowohl eine Uberexpression des CXCR4 als auch eine vermehrte Prasenz bestimmter
Somatostatin-Rezeptoren finden kénnte. Hierbei sollte zusatzlich untersucht werden, ob ein
Zusammenhang zwischen der Lokalisation des Tumors und dem Besatz mit Somatostatin-
Rezeptoren oder dem Chemokin-Rezeptor CXCR4 besteht. Sollte dies der Fall sein, kdnnten
die Erkenntnisse, wie auch schon bei anderen Tumorarten, zu einem neuen Ansatz in der
Therapie und Diagnostik dieser Tumore fuhren. Eine weitere Untersuchung galt der
Fragestellung, ob das Vorliegen einer Autoimmunerkrankung wie dem Sjégren-Syndrom oder
einer bakteriellen Helicobacter-pylori-Infektion mit dem Rezeptorstatus der MALT-Lymphome

korreliert.
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4 Material und Methodik

4.1 Patientendaten und -proben

Es standen 64 Schnitte von malignen Lymphomen des MALT-Typs von insgesamt 55
Patienten zur Verfigung. Die abweichende Praparateanzahl resultierte aus dem Vorliegen von
teilweise mehreren Gewebeproben bei einigen Patienten. Diese waren in Formalin fixiert und
in Paraffin eingebettet und wurden freundlicherweise vom Institut fur Pathologie der Universitat
Wien und der Universitatsklinik fir Innere Medizin |, Klinische Abteilung fir Onkologie der

Universitat Wien, Osterreich, zur Verfligung gestellt.

411 Votum der Ethikkommission

Fur dieses Forschungsvorhaben sowie fir die dafur notwendige Verwendung von

Patientendaten liegt ein befurwortendes Votum der zustandigen Ethikkommission vor.

4.2 Immunhistochemie

Alle Praparate wurden mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt und im Folgenden
immunhistochemisch auf die Expression sechs verschiedener Antigene hin untersucht:
SSTR1, SSTR2A, SSTR3, SSTR4 und SSTR 5 und CXCR4. Weiterhin wurde die Expression

des Proliferationsindikators Ki-67 immunhistochemisch erfasst.

4.21 Materialien und Geratschaften fiir die Inmunhistochemie

Chemikalien fiir die Immunhistochemie

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)
Ammoniak-Lésung 25%
Citronensaure-Monohydrat

DePeX®
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Eosin

BioGenex Laboratories, Fremont, CA,
USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Ethanol 99,8%

Glycerin
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat
Mayer's Hamatoxylin
Methanol

Mowiol 4-88

Natriumchlorid
Natriumcitrat-Monohydrat

Rinderserumalbumin (RSA)

Salzsaure
Triethylendiamin (DABCO)
Trometamol (TRIS)
Wasserstoffperoxid

Xylol

Material und Methodik

Echter Nordhauser Spirituosen GmbH,

Nordhausen, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Lésungen und Standardpuffer fiir die Immunhistochemie

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung) pH 7.4

NaCl

Na;HPO4 x 2H,0
KCI

KH2PO4

Aqua bidest.

8,189
1,779
0,20g
0,249

ad 1000ml

PBS/RSA 1% (Rinderserumalbumin)

RSA
PBS

5,009

495ml

Stammldsung A (0,1 M) fir Citratpuffer

CeHsO7 x H0
Aqua bidest.

21,01g
ad 1000ml

Stammldsung B (0,1 M) fur Citratpuffer

CsH5N8307 X Hzo
Aqua bidest.

29,41g
ad 1000ml
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Citratpuffer (0,01 M), pH 6,0

Stammldsung A
Stammlésung B

Aqua bidest.

Mowiol-Eindeckl6sung

Glycerin
Mowiol 4-88
Aqua bidest.

0,2 M TRIS-HCI

DABCO

Kits fur die Immunhistochemie

AEC Substrate Pack

VECTASTAIN® Elite ABC-Kit
(Maus- bzw. Kaninchen-IgG)

36ml
164ml

1800ml

6,009
2,40g
6,00ml
12,00ml

25mg pro ml Losung

BioGenex, Fremont, CA, USA

Material und Methodik

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Antikorper fiir die Immunhistochemie

MIB-1 (Anti-Ki-67)
UMB-2 (Anti-CXCR4)
UMB-7 (Anti-SSTR1)
UMB-1 (Anti-SSTR2)
UMB-5 (Anti-SSTR3)
UMB-4 (Anti-SSTR5)
4802 (Anti-SSTR4)

Dako, Clostrup, Danemark

Epitomics, Burlingame, CA, USA

Epitomics, Burlingame, CA, USA

Epitomics, Burlingame, CA, USA

Epitomics, Burlingame, CA, USA

Epitomics, Burlingame, CA, USA

Gramsch Laboratories, Schwabhausen,

Deutschland

Geratschaften fiir die Immunhistochemie

Analysenwaage A200S

Deckglaser
Farbekasten (Glas)

Glas-Farbegestelle
Magnetruhrer

Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland
Schott Instruments, Mainz, Deutschland
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Mikroskop Axio Imager A1 Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Mikrowelle CB1271 Bomann, Kempen, Deutschland

pH-Meter pH 211 Hanna Instruments, Kehl, Deutschland
Shandon Coverplates™ Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Shandon Sequenza®-Farbesystem Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
4.2.2 Prinzip der Imnmunhistochemie

Im Rahmen der Immunhistochemie ergibt sich die Méglichkeit, mittels gerichteter Antikdrper
gezielt antigene Oberflachenproteine auf einer Zielstruktur zu markieren. Im hier vorliegenden
Fall wurde die indirekte Peroxidase-Methode genutzt, um die SSTR, den CXCR4 und das Ki-
67-Antigen auf den verfligbaren Gewebeproben nachzuweisen. Im ersten Schritt bindet
hierbei ein Primarantikdrper an das entsprechende Antigen. Der Primarantikorper selbst wird
im Folgenden Ziel eines zweiten biotinylierten Sekundarantikdrpers. Dem System wird
weiterhin das Peroxidase-gekoppelte Streptavidin zugefiihrt, wobei die Peroxidase das
anschlielend zugegebene Chromogen AEC umsetzt und somit zu einer Rotfarbung der
Zielstrukturen fuhrt. Um die lichtmikroskopisch gestitzte Auswertung zu erleichtern, wurden

die Zellkerne mit Mayer's Hamatoxylin gegengefarbt.

Entparaffinierung und Uberfiihrung der Priparate in die hydrophile Phase

Im ersten Arbeitsschritt ist die Entparaffinierung der Proben erforderlich, da sich anderenfalls
die Zielstrukturen nicht ausreichend anfarben lassen. Dazu wurden die Objekttrager in
Glaskorbe sortiert, um diese dann fir zirka 3x20 min in Xylol zu waschen. Anschlielend

erfolgte eine dreimalige Waschung der Schnitte in 99,8-prozentigem Ethanol.

Blockierung der endogenen Peroxidase und Rehydrierung

Da bei der verwendeten Methode eine spezifische Farbung mittels einer exogen zugefuhrten
Peroxidase erfolgen soll, ist es notwendig, zunachst vorhandene endogene Peroxidasen zu
blockieren, um unspezifische Reaktionen zu verhindern. Daher wurden die Praparate in
0,3prozentiger Wasserstoffperoxidlésung (in Methanol) fir zirka 45 Minuten inkubiert und
anschlielend im 2-Minuten-Rhythmus Uber eine absteigende Ethanolreihe in Aqua bidest.
uberfuhrt.
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Antigendemaskierung

Da sich wahrend der Gewebefixierung in Formalin Uber Aldehydbricken Quervernetzungen
zwischen Proteinen bilden, kénnen Epitope maskiert werden und somit die Antigenitat der
Zielstruktur herabsetzen. Mit dem Ziel, die Antigen-Antikorper-Reaktion zu verbessern, stehen
verschiedene Methoden zur Antigendemaskierung zur Verfligung. Eine Vorgehensweise, die
sich neben anderen bewahrt hat, besteht darin, die rehydrierten Schnitte in Citratpuffer (pH

6,0) in einer handelsiblichen Mikrowelle zu kochen (Khan et al. 2011).

pH-Pufferung und Einsortierung in das Sequenza®-Farbesystem

Bei der Durchflihrung der Immunhistochemie werden zunachst unspezifische Ladungen im
Gewebe durch eine 1-prozentige Rinderserumalbuminlésung (RSA) in Phosphatpuffer (PBS;
pH 7,4) abgesattigt. Dies vermindert eine unspezifische Bindung der zugefuhrten Antikorper.
Im Sequenza®-Farbesystem werden die Objekttrager anschlieRend so eingespannt, dass ein
kapillarer Spalt zwischen Objekt und Wand entsteht. Dieses Vorgehen optimiert die
Kontaktzeit zwischen Gewebeprobe und Antikérper bei effektiver Antikérper-Menge, da
Kapillarkrafte die hinzupipettierte Antikérper-Lésung halten und somit eine quantitative
Reaktion erméglichen. Nach dem Einspannen wird das System zur Uberpriifung des korrekten

Sitzes der Praparate nochmals mit 1-prozentiger RSA/PBS-Lésung gespulilt.

Antigen-Antikorper-Reaktion mit Farbung

Nach Zugabe des Primarantikdrpers betragt die Inkubationszeit bei 4°C mindestens zwdlf
Stunden. Temperatur und Inkubationszeit haben einen groen Einfluss auf die Reaktion.
Hierbei gilt, dass die Bindung des Primarantikbrpers an das spezifische Antigen umso
selektiver ist, je niedriger die Temperatur ist und je langer inkubiert wird.

Verbliebene ungebundene Antikdrper werden sodann mittels 1-prozentiger RSA/PBSL&sung
zweimalig ausgespdilt. Ein biotinylierter Anti-Primarantikorper fungiert als Sekundarantikérper,
welcher dem Farbesystem zugefiigt wird. Nach einer Inkubationszeit von zirka 30 Minuten bei
Raumtemperatur erfolgt erneut das Ausspllen ungebundener Sekundarantikdrper. Im
Anschluss daran wird der Avidin-Peroxidase-Komplex zugefuhrt, welcher wahrend einer 30-
mindtigen Einwirkzeit hochaffin mit dem vorhandenen Biotin reagiert. Nach einem weiteren
Spulschritt wird das in zwei Schritten zugegebene Chromogen durch die gebundene

Peroxidase umgesetzt.
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Gegenfarbung mit Mayer's Hamatoxylin

Um die spatere Auswertung Ubersichtlicher zu gestalten, werden die Zellkerne im nachsten
Arbeitsschritt gegengefarbt. Die Reaktion flhrt zur Bildung eines stabil gebundenen
Chelatkomplexes, welcher in alkalischer Lésung (Ammoniakwasser) eine rotviolette Farbe
annimmt.

423 Durchfiihrung der Inmunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung erfolgte nach folgendem Schema:

Tabelle 7: Protokoll der immunhistochemischen Farbung
Arbeitsschritt Lésung Menge Zeit
[wl] [min]

Einsortieren der
Schnitte in die

Glaskivette

Entparaffinierung Xylol befillte Kivetten 20
Xylol 20
Xylol 20

Xylol-Entfernung 99,8 % Ethanol beflllte Kivetten 20
99,8 % Ethanol 20
99,8 % Ethanol 20

Blockierung der 0,3 % H202 in beflllte Kivetten 45

endogenen Peroxidase Methanol

Rehydrierung der 99,8 % Ethanol beflllte Kivetten 2

Schni.tte durch eine 99,8 % Ethanol 2

absteigende

Alkoholreihe 80 % Ethanol 2
70 % Ethanol 2

Rehydrierung der Aqua bidest. befillte Kivetten 5

Schnitte durch eine Aqua bidest. 5

absteigende

Alkoholreihe

Umsortieren in mit Citratpuffer 0,01 M, pH  befiillite Klvetten

Citratpuffer gefiillte 6,0

Plastikklvetten

Demaskierung der Kochen 8
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Antigene in der
Mikrowelle (600 Watt)

AbkUlhlen der Proben

pH-Pufferung -
Absattigung
unspezifischer
Ladungen des
Gewebes

Einsortieren in

Sequenza®Farbesysteme

pH-Pufferung

Blockierung

unspezifischer Bindungen

Bindung des
Antikdrpers

Waschen

Waschen

Zugabe des Sekundar-

Antikdrpers

Waschen
Zugabe des
enzymgekoppelten

Komplexes

Waschen

Farbung der

AKgebundenen Bereiche

Waschen -> Stoppen der

Reaktion

Einsortieren in

Glaskivetten

Abkihlen

Kochen

Abkihlen

Kochen

Kihlen auf handwarm

Aqua bidest.

PBS mit 1 % RSA

PBS mit 1 % RSA
Blocking Serum
(VECTASTAIN® Elite
ABC-Kit)

spezifischer Antikdrper

PBS mit 1 % RSA
PBS mit 1 % RSA
Sekundar-Antikérper in
PBS/RSA 1 %
(VECTASTAIN® Elite
ABC-Kit)
PBS mit 1 % RSA
Reagenz A Reagenz B
in PBS/RSA 1 %
(VECTASTAIN®

Elite
ABC-Kit)
PBS mit 1 % RSA
AEC
AEC
Aqua bidest.

beflilite Klivetten

1500
150

300

1500
1500
150

1500
150

1500

150
150

1500

Material und Methodik

A~ A B b

5 (mind.)

20

Uber Nacht bei 4°C

30

30

15
15
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Waschen Aqua bidest. befiillte Kivetten 1

Aqua bidest. 1
Gegenfarbung der Mayer's Hamatoxylin befiillte Kivetten 50 sec
Zellkerne
Waschen Aqua bidest. 2,5
Hamatoxylin-Blauung Ammoniakwasser befillte Kivetten 5 x eintauchen

(1,4ml 25 % NHs auf
250ml Aqua bidest.)
Waschen Aqua bidest. 2,5

Eindecken der Praparate
mit Mowiol und
Deckglaschen

424 Die Hamatoxylin-Eosin-Ubersichtsfirbung

Um innerhalb der jeweiligen Praparate eine bessere Ubersicht zu erhalten, um diese
anschlieRend korrekt auszuwerten zu konnen, wurde neben der immunhistochemischen
Farbung auch eine Hamatoxylin-Eosin-Ubersichtsfarbung angefertigt.

Zunachst werden die Praparate fur dreimal 20 Minuten in Xylol getaucht, um anschlie3end fir
dreimal 20 Minuten in 99,8-prozentigem Ethanol inkubiert zu werden. Das Xylol dient der
Entparaffinierung der Praparate, das Ethanol wiederum zur Entfernung des Xylols.
AnschlieRend erfolgt das Waschen in Aqua bidestillata fur zwei mal zwei Minuten und die
Farbung in Mayer's Hamatoxylin (Sigma-Adrich, Steinheim, Deutschland) fir 30 Minuten.
Danach werden die Praparate fur eine Minute in Aqua bidestillata, 20 Minuten in
Leitungswasser und zwei Minuten in Aqua bidestillata getaucht. Das Leitungswasser dient der
Blauung der zunachst rétlich-braun gefarbten Zellkerne, wodurch sich der typische blauviolette
Farbton bildet. Nun folgt die Farbung des Zytoplasmas mit Eosin (Sigma-Adrich, Steinheim,
Deutschland) fur acht Minuten. AnschlieRend werden die Praparate dreimal eine Minute lang
in Aqua bidestillata gewaschen und in 20 Mal in 99,8-prozentiges Ethanol getaucht. Dann
werden die Praparate funf Minuten in Ethanol und anschliefend in Xylol (zwei mal funf
Minuten, anschlielend zwei Minuten) inkubiert. Abschliefend werden die Praparate mit

DePeX® (Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland) und einem Deckgldschen eingedeckt.
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4.2.5 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

4.2.51 Lichtmikroskopische Auswertung

Unter Zuhilfenahme des Zeiss-Mikroskops mit verschiedenen Objektiven wurden die gefarbten
Praparate lichtmikroskopisch betrachtet. SchwerpunktmaRig standen die Farbeintensitat, der
Anteil gefarbter Tumorzellen, die Art und Weise der Farbung, die Membranstandigkeit der
Farbungen, die Vaskularisierung, das Verteilungs- und Expressionsmuster gefarbter Areale

sowie im umliegenden Gewebe mitgefarbte Gebiete im Fokus.

4.2.5.2 Scores

Die Farbeergebnisse wurden unter Berlcksichtigung der Farbeintensitat und des Anteils an
gefarbten Tumorarealen mittels des Immunreaktiven Score (IRS) nach Remmele und Stegner
(1987) bewertet.

Immunreaktiver Score (IRS)

Wolfgang Remmele und Hans-Egon Stegner haben den Immunreaktiven Score im Jahr 1987
entwickelt. Im Wesentlichen wurde ein System geschaffen, das der Klassifikation von
Mammakarzinomen dient, indem die immunhistochemisch erzielte Farbung von Estrogenund
Progesteron-Rezeptoren quantifiziert wird. Tabelle 8 zeigt, dass hierbei sowohl die
Farbeintensitat als auch der Anteil der gefarbten Tumorzellen in den Zahlenwert einflieRen
(Remmele und Stegner 1987; Kulaksiz et al. 2002, Papotti et al. 2002).

Den IRS auch auf die Beurteilung anderer Rezeptoren anzuwenden, hat sich bewahrt. So
wurde beispielsweise auch in Prostata-Karzinomen die Farnesylpyrophosphat-Synthase oder
in Brustkrebs die Cyclooxygenase-2 mit Hilfe des Immunreaktiven Scores analysiert
(Remmele und Schicketanz 1993, Specht et al. 2015, Surowiak et al. 2005).

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde mit dem IRS gearbeitet. Laut Remmele und Stegner
erfolgt die Bewertung der Farbeintensitat nur nach dem hdchst vorliegenden Intensitatsgrad.
Da innerhalb eines Schnittes jedoch haufig unterschiedliche Farbeintensitatsgrade vorliegen,
wurde, von Remmele und Stegner abweichend, ein Mittelwert gebildet, der falsch positive

Auswertungsergebnisse relativieren soll.
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Tabelle 8:

Material und Methodik

Darstellung des Auswerteprinzips nach dem Immunreaktiven Score

(modifiziert nach: http:/www.pathologie-vechte.de/deu/physicians/knowledgebase/

classifications/images_classifications/irs_remmele_stegner.gif)

keine schwache mafige starke
Farbereaktion | Farbereaktion | Farbereaktion | Farbereaktion
= 0 Punkte = 1 Punkt = 2 Punkte = 3 Punkte

keine positiven Zellen IRS=0 IRS=0 IRS=0 IRS =0

= 0 Punkte

< 10% positive Zellen IRS=0 IRS =1 IRS =2 IRS =3

= 1 Punkt

10-50% positive Zellen IRS=0 IRS =2 IRS =4 IRS =6

= 2 Punkte

51-80% positive Zellen IRS =0 IRS=3 IRS =6 IRS=9

= 3 Punkte

> 80% positive Zellen IRS =0 IRS =4 IRS =8 IRS =12

= 4 Punkte

Zugunsten einer besseren Vergleichbarkeit der Expressionsstarken der untersuchten
Rezeptoren, wurden die Ergebnisse des IRS noch einmal klassifiziert. Die Klassifikationswerte
null bis drei entsprechen in aufsteigender Reihenfolge einer negativen, schwachen, mafligen
und starken Farbereaktion und sind, wie in Tabelle 9 dargestellt, bestimmten Werten im IRS
zugeordnet.

IRS IRS-Klassifikation Tabelle 9:

213 (1) Darstellung der IRS-Klassifikation gemaR den
4-8 2 zugrundeliegenden Werten aus dem IRS
9-12 3

In Bezug auf die Positivitat der Farbereaktionen, wurde erst ein IRS 23 als positiv gewertet.

Auswertung der Ki-67-Protein-Expression durch Zahlung

Die Untersuchung der Tumorproben auf das nukleare Ki-67-Protein erfolgte mit Hilfe eines
400-facher Dabei

Hauptgesichtsfelder ausgewertet. Es wurden nur solche Zellen als Ki-67-positiv gewertet,

Lichtmikroskops bei VergrofRerung. wurden je Praparat zehn

welche kraftig positiv kerngefarbt waren, sodass sich pro Praparat ein prozentualer Anteil
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Material und Methodik

angefarbter Zellkerne ergab. Ein einheitliches Klassifikationsmodell flir den Ki-67-Index

existiert bislang nicht.

Um eine sinnvolle Klassifikation fur Non-Hodgkin-Lymphome des MALT-Typs vorzunehmen,
wurde sich an den onkologischen Leitlinien fur indolente Non-Hodgkin-Lymphome und im
Speziellen an einem Ki-67-Index fir das Mantelzell-Lymphom orientiert, welches gemeinsam
mit dem MALT-Lymphom dieser Entitat zugeordnet wird (Jaffe 2009). Fir Mantelzell-
Lymphome wurde kurzlich ein klinischer Risiko-Score (MIPI: MCL International Prognostic
Index) etabliert. Dieser schlief3t klinische und laborchemische Patientendaten ein. Einen
relevanten Parameter mit hoher prognostischer Relevanz stellt hierbei der
Proliferationsmarker Ki-67 dar (Determann et al. 2008). Der MIPI-Score unterteilt die Patienten
anhand der Ki-67-Proliferationsrate in drei Risikogruppen, wobei die Ki-67-Positivitat in der
Gruppe mit dem geringsten Risiko weniger als zehn Prozent betragt. Es folgt eine Gruppe
mittleren Risikos mit einer Positivitadt zwischen 11 und 30 Prozent. Proben mit einer Ki-67-
Positivitat von mehr als 30 Prozent werden der hdchsten Risikogruppe drei zugeordnet
(www.european-mcl.net/de/clinical_mipi.php) (Hoster et al. 2008).

Da die in dieser Arbeit untersuchten Proben innerhalb der drei oben genannten Risikogruppen
ein beinahe identisches Verteilungsmuster wie Mantelzell-Lymphome aufweisen und es sich
dariber hinaus um pathologisch eng miteinander verwandte Tumorentitaten handelt, erschien

die Verwendung desselben Scores zur Auswertung sinnvoll.

4.3 Statistik

Da von einigen Patienten mehr als eine Gewebeprobe vorlag, jedoch letztlich in der Diagnose
und der Therapie der gesamte SSTR-Status eines Patienten entscheidend ist, wurde fur jeden
Patienten in dem jeweiligen Score eines SSTR-Subtypen ein Mittelwert gebildet, welcher fir
die weitere statistische Auswertung herangezogen wurde. Ausgewertet wurden die metrischen
Datenverteilungen des IRS sowie die Datenverteilung der Ki-67-Expression.

Zur statistischen Analyse wurde das Programm IBM SPSS Statistics in der Version 22
verwendet. Zunachst wurden die nach Tumorentitdten unterteilten klinischen Daten und die
SSTR-Daten deskriptiv als Haufigkeitsverteilung in Form von Balkendiagrammen und Tabellen
dargestellt. Die Auszahlung der Expressionsmuster der SSTR erfolgte manuell unter
Zuhilfenahme des Immunreaktiven Scores (IRS). Die Auszahlung der Ki-67-Expression

erfolgte ebenfalls manuell.
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Ergebnisse

5 Ergebnisse

5.1 Patientendaten

Von den =zur Verfigung gestellten Proben von MALT-Lymphomen verschiedener
Lokalisationen aus dem Klinischen Institut fir Pathologie der Universitdt Wien sowie der
Universitatsklinik fur Innere Medizin |, Klinische Abteilung fur Onkologie der Universitat Wien,
Osterreich, konnten die Praparate von 55 Patienten mit einer entsprechenden
histopathologischen Befundung in die Studie eingeschlossen werden. Die Manifestationsorte
der Tumoren waren der Magen, die Ohrspeicheldriise, die Unterkieferspeicheldrise, die
Schilddrise und die Augenhdhle. Da von diesen Patienten teilweise mehrere Gewebeproben
(Primartumor und/oder Metastasen) vorlagen, wurden insgesamt 64 verschiedene Paraffin-
Gewebebldcke aufgearbeitet und immunhistochemisch untersucht.

Das mediane Durchschnittsalter der 55 Patienten betrug zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
54 Jahre, mit einer Alterspanne von 31 bis 87 Jahren (Abbildung 6). Der Anteil der weiblichen
und mannlichen Patienten betrug 38:17 (=69%:31%). Damit lag ein Geschlechtsverhaltnis von
zirka 2:1 vor (Abbildung 7).

Altersverteilung
18
16
E 14 n=16
=
= 12
< 10 =
oo -
wog n=10
— =8
I 6 n
=L
= 4 n=6
=L
2 n=3
0
31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90
ALTERSGRUPPEN IN JAHREN

Abbildung 6: Altersverteilung der Patienten
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5.2

5.2.1

Ergebnisse

Geschlechtsverteilung

n=17
mannlich
31%

n=38
weiblich
69%

m weiblich = mannlich

Abbildung 7: Geschlechtsverteilung der Patienten

Klinische Daten

Tumorlokalisation

Die Primartumorlokalisationen sind in Abbildung 8 dargestellt. Die haufigste Lokalisation war

mit 54% (n=30) die Ohrspeicheldrise, in 20 Prozent (n=11) der Falle handelte es sich um

Tumoren des Magens. In jeweils 11 Prozent (n=6) der Falle stammten die Praparate aus der

Unterkieferspeicheldriise bzw. der Schilddriise. Den kleinsten Anteil stellten mit 4 Prozent

(n=2) der Falle maligne Lymphome der Orbita.

Da in der statistischen Auswertung der Rezeptor-Expressionsdaten das Patientenkollektiv

daruber hinaus auch nach gastrischer und extragastrischer Lokalisation klassifiziert wurde,

folgt in Abbildung 9 eine Darstellung der prozentualen Verteilung hinsichtlich dieser beiden

Gruppen. Insgesamt entstammten 20 Prozent der Tumore dem Magen und 80 Prozent waren

extragastrischen Ursprungs.
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Lokalisation des Primartumors

Augenhdhle
4% (n=2)
T Magen
== 20% (n=11)
L e

Unterkiefer-
speicheldriise
11% (n=6)

Schilddriise
11% (n=6)

Ohrspeicheldriise
54% (n=30)

Abbildung 8: Aufteilung der Praparate auf die entsprechenden Tumorlokalisationen

90,0

80,0
70,0

60,0

50,0

40,0

ANTEILIN PROZENT

30,0

20,0
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0,0
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Abbildung 9: Aufteilung der Praparate hinsichtlich gastrischer und extragastrischer Lokalisation
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5.2.2 Klassifikation

Die Klassifikation wurde nach dem Ann-Arbor-Schema vorgenommen. Zum
Diagnosezeitpunkt befanden sich die meisten Tumore im Stadium | (40 Prozent; n=22) nach
Ann Arbor. Jeweils 15 Tumore (27,3 Prozent) waren zum Diagnosezeitpunkt bereits im
Stadium |l beziehungsweise im Stadium IV nach Ann Arbor. In einem Fall lag bei
Diagnosestellung das Stadium Ill nach Ann Arbor vor. Von zwei Patienten fehlten die
entsprechenden klinischen Angaben. Eine graphische Darstellung der Verteilung der

Praparate auf die verschiedenen Stadien ist der Abbildung 10 zu entnehmen.

Stadium nach Ann Arbor
25
= 20 n=22
E 0%
=
o
':t 15
; n=15 n=15
£ 27.3% 27.3%
= 10
I
<
Ml
E 5 n=2
3,6% n=1
I_l 3 : 1,8%
unbekannt  Stadium I nach Stadium Il nach Stadium 1l nach Stadium IV nach
Ann-Arbor Ann-Arbor Ann Arbor Ann-Arbor

Abbildung 10: Aufteilung der Praparate hinsichtlich der Klassifikation nach Ann Arbor

5.2.3 Begleiterkrankungen

Wie bei Non-Hodgkin-Lymphomen des MALT-Typs zu erwarten war, zeigte ein Grof3teil der
untersuchten Patienten klinische Hinweise auf bestimmte chronische pathologische Prozesse.
Je nach Tumorlokalisation waren diese zum einen durch verschiedene
Autoimmunerkrankungen, zum anderen durch eine Infektion mit dem Bakterium Helicobacter
pylori bedingt. In den klinischen Daten fanden sich Angaben dazu, ob die Patienten
beispielsweise am Sjogren-Syndrom leiden oder litten oder ob eine Hashimoto-Thyreoiditis
vorliegt oder vorlag. Dartber hinaus wurden rund zwei Drittel der Patienten auf eine mdgliche
Infektion mit dem Bakterium Helicobacter pylori hin untersucht. Die folgende Kreuztabelle in
Abbildung 11 gibt Auskunft Uber das Vorkommen dieser Begleiterkrankungen bei den

untersuchten Patienten. So waren nur 2 der 55 Patienten weder an einer Helicobacter-pylori-
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Infektion erkrankt, noch konnten Autoantikorper nachgewiesen werden. In zehn Fallen litten

die Patienten sowohl an einer Autoimmunerkrankung als auch an einer Besiedlung mit

Helicobacter pylori.

Helicobacter-pylori-
Infektion
nein ja unbekannt
Gesamtsumme
Autoimmunerkrankung
negativ 2 7 5 14
Autoimmunerkrankung
Autoimmunerkrankung
positiv 121 10 12 34
unbekannt 1 1 5 7
Gesamtsumme 15| 18 22 55

Abbildung 11: Vorliegen einer Autoimmunerkrankung beziehungsweise einer Helicobacter-pylori-

Infektion bei den entsprechenden Patienten

Einzeln betrachtet konnte in 61,8 Prozent (n=34) der Falle eine Autoimmunerkrankung

nachgewiesen werden. Von 12,7 Prozent (n=7) der Patienten lagen keine Daten hierzu vor,

woraufhin sie, wie in Abbildung 12 dargestellt, den Status ,unbekannt® zugeordnet bekamen.

Die mit Abstand haufigste autoimmune Erkrankung bei den untersuchten Patienten mit MALT -

Lymphomen, war das Sjogren-Syndrom (36,4 Prozent der Falle; n=20), gefolgt von der

Hashimoto-Thyreoiditis, welche in 10,9 Prozent (n=6) der Falle vorlag. Bei 14,5 Prozent (n=8)

der Patienten konnten verschiedene sonstige Autoantikdrper im Blut nachgewiesen werden.

In diesen Fallen ging aus den klinischen Angaben jedoch keine konkrete Diagnose hervor.
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Abbildung 12: Anzahl der Patienten mit einer bekannten Autoimmunerkrankung
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n=15
positiv negativ unbekannt

Abbildung 13: Vorliegen einer Infektion mit Helicobacter pylori bei den untersuchten Patienten

In Abbildung 13 ist das Vorliegen einer Infektion mit dem Bakterium Helicobacter pylori im

Patientenkollektiv dargestellt. In 60,0 Prozent (n=33) der Falle lagen hierzu klinische Angaben

vor. 27,3 Prozent (n=15) der Patienten wiesen eine Bakterienbesiedelung auf. 32,7 Prozent

(n=18) der Falle waren Helicobacter-pylori-negativ.
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53 Immunhistochemie

5.3.1 Somatostatin-Rezeptor-Subtypen

Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigten Subtypen-abhangig membranstandige
sowie zytoplasmatische Farbungen in allen Intensitaten.

Praparatespezifisch traten bei allen Subtypen sowohl gleichmalig in einer Intensitat gefarbte
Tumore als auch starke Inhomogenitaten in der Farbeintensitat und in den Expressionsorten
innerhalb eines Tumors auf. Starker gefarbte Randbereiche der Schnitte sowie stark gefarbte
nekrotische Areale wurden als unspezifische Reaktionen nicht mitbewertet. Da in
lymphatischem Gewebe physiologischerweise bereits immunhistochemische Reaktionen vor
allem im Bereich der Follikel auftreten, wurde vergleichend von allen Praparaten eine
klassische HE-Farbung angefertigt. Mit Hilfe der HE-Farbungen war es in der Regel mdglich,
maligne entartete Bereiche von normalem Gewebe zu differenzieren. Im direkten Vergleich

konnten anschliel3end die spezifischen SSTR-Farbungen ausgewertet werden.

SSTR1

Die Tumorzellen der MALT-Lymphome lieRen sich nicht hinsichtlich des SSTR1
immunhistochemisch anfarben (Abbildung 14). Dagegen zeigten vereinzelte Zellen vor allem
im Bereich bindegewebiger Strukturen innerhalb des Tumors eine starke Positivitat, wurden
aber am ehesten als Mastzellen oder Makrophagen identifiziert, sodass diese nicht als

spezifische Tumorfarbung zu werten waren (Abbildung 14A, Pfeile).

Abbildung 14: SSTR1-Expression (rotbraune Farbung) in den untersuchten MALT-Lymphomen. A:
gastrisches Lymphom; B: extragastrisches Lymphom. Immunhistochemie,
Gegenfarbung mit Hamatoxylin; OriginalvergréRerung: x400; Pfeile: SSTR1-positive
Mastzellen.
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SSTR2A

In den meisten Praparaten konnte keine nennenswerte SSTR2A-Farbung der Tumorzellen
nachgewiesen werden. Wenn sich ein Immunsignal nachweisen lie3, war es meist sehr stark
ausgepragt und membranstéandig (Abbildung 15). Einige Praparate wiesen follikulare
Bereiche auf, die intensiv gefarbt waren (Abbildung 15A). Da auch die Keimzentren eines
normalen Lymphknotens Ublicherweise bereits eine starke Farbereaktion fir den SSTR2A in
der Immunhistochemie aufweisen, konnte in einigen positiven Praparaten nicht sicher
unterschieden werden, ob es sich um unveranderte normale Lymphfollikel handelt oder ob
bereits eine Tumorinfiltration mit Ausbildung von Sekundarfollikeln stattgefunden hat. Daher
wurden die gefarbten follikuldaren Bereiche in diesen unklaren Fallen genauso wie die
Farbungen der Keimzentren der ,normalen® Lymphfollikel in die Auswertung der SSTR2A-
Expression der Tumore nicht mit einbezogen. Neben der Immunfarbung der (neoplastischen)
Follikel zeigte sich in den Magenpraparaten auch eine deutliche Anfarbung der endokrin
aktiven Zellen der Magenschleimhaut (Abbildung 15C, Pfeile).

Abbildung 15: SSTR2-Expression (rotbraune Farbung) in den untersuchten MALT-Lymphomen.

A: gastrisches Lymphom; B, D: extragastrisches Lymphom; C: SSTR2-positive
endokrin aktive Zellen in der Magenschleimhaut (Pfeile). Immunhistochemie,
Gegenfarbung mit Hamatoxylin; Originalvergroferung: x400 (A, B), x630 (C, D).
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SSTR3

Der SSTR3 wies in der vorliegenden Arbeit ein ahnliches Farbemuster wie der SSTR1 auf. Im
gesunden Gewebe sowie im Tumor lieBen sich haufig Granulozyten, Makrophagen und
Mastzellen sowie Gefalie stark positiv anfarben (Abbildung 16A, B, D). Wenn eine Positivitat
des Tumorgewebes vorlag, so ergab sich eine intensive, vorwiegend membranstandige
Farbung einzelner Areale, die Uberwiegend heterogen verteilt im malignen Gewebe auffindbar
waren (Abbildung 16C).

Abbildung 16: SSTR3-Expression (rotbraune Farbung) in den untersuchten MALT-Lymphomen. A,
C: gastrisches Lymphom; B, D: extragastrisches Lymphom; Pfeile: SSTR3-positive
Immunzellen; Sterne: SSTR3-positive Gefallendothelien.

Immunhistochemie, Gegenfarbung mit Hamatoxylin; Originalvergroéferung: x400 (A,
B), x630 (C, D).

SSTR4

Der SSTR4 konnte in den meisten Tumoren nicht nachgewiesen werden (Abbildung 17).
Wenn Uberhaupt, zeigte sich in den Praparaten eine meist homogene, Uberwiegend

randstandige und schwache zytoplasmatische Immunreaktionen.
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Abbildung 17:  SSTR4-Expression (rotbraune Farbung) in den untersuchten MALT-Lymphomen.
A: gastrisches Lymphom; B: extragastrisches Lymphom. Immunhistochemie,

Gegenfarbung mit Hamatoxylin; OriginalvergréRerung: x630.

SSTR5

Durch den monoklonalen Antikdrper gegen den SSTR5 lie3en sich sowohl membranstandige,
als auch zytoplasmatische Farbereaktionen erzielen. Insgesamt zeigten die Proben der MALT-
Lymphome in Bezug auf den SSTRS zwar von allen SSTR-Farbungen die intensivste
Reaktion, allerdings ist ein durchschnittlicher IRS von 2,7 als eher schwach bis mafig gefarbt
zu bewerten (Abbildung 18A, B, D). Auch konnte bei vielen Praparaten keine Immunreaktion
verzeichnet werden (Abbildung 18C). Haufig fanden sich innerhalb eines Praparates
verschiedene Farbeintensitaten. DarUber hinaus fiel auf, dass die Tumorgefalle fast immer
stark SSTR5-positiv waren (Abbildung 18C, D).
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Abbildung 18: SSTR5-Expression (rotbraune Farbung) in den untersuchten MALT-Lymphomen. A,

C: gastrisches Lymphom; B, D: extragastrisches Lymphom; Pfeile: SSTR5-positive
GefalRendothelien.  Immunhistochemie, = Gegenfarbung mit  Hamatoxylin;

OriginalvergréRerung: x630.

5.3.2 CXCR4

Beim Chemokin-Rezeptor CXCR4 fand sich in den Tumorzellen mit Abstand das intensivste
Immunsignal, wobei die Praparate wie beim SSTR5 meist homogen gefarbt waren (Abbildung
19). Kein Praparat wies einen IRS-Wert unter 2 auf. Wie beim SSTR2 konnten auch hier
Gewebe, die physiologischerweise ebenfalls als proliferativ zu bewerten sind, wie die
Keimzentren der Follikel, deutlich und membranstandig angefarbt werden (Abbildung 19C).
Bei den Tumorzellen fanden sich sowohl zytoplasmatische als auch membranstandige
Farbungen. Speziell in den Tumorzellen um die Follikel herum zeigte sich aber auch in vielen
Fallen, ein starkes intrazellulares, punktférmiges Immunsignal, was auf eine ausgepragte

Internalisierung der Rezeptoren in intrazelluléren Vesikeln schlieRen lasst (Abbildung 19D).
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Abbildung 19: CXCR4-Expression (rotbraune Farbung) in den untersuchten MALT-Lymphomen.

A: gastrisches Lymphom; B, C, D: extragastrisches Lymphom; Stern: CXCR4-positives
Keimzentrum eines Lymphfollikels; Pfeile: punktférmige Rezeptor-Internalisierung in
Tumorzellen. Immunhistochemie, Gegenfarbung mit Hamatoxylin;
OriginalvergrofRerung: x400 (A, B), x630 (C, D).

5.3.3 Ki-67

Beim Proliferationsmarker Ki-67 konnte ahnlich wie beim Chemokinrezeptor CXCR4 in den
untersuchten Proben meist eine hohe Expressionsrate beobachtet werden (Abbildung 20).
Auch hier wiesen die Zellen der Keimzentren der Follikel meist eine starke Ki-67-Expression
auf (Abbildung 20A, Pfeile). Allerdings fanden sich auch Praparate, bei denen nur einzelne
Zellkerne Ki-67-positiv waren (Abbildung 20A).
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Abbildung 20:  Ki-67-Expression (rotbraune Farbung) in den untersuchten MALT-Lymphomen. A, C:

gastrisches Lymphom; B, D: extragastrisches Lymphom; Pfeile: kleine Ki-67-positive
Keimzentren. Immunhistochemie, Gegenfarbung mit Hamatoxylin;
Originalvergrofierung: x200 (A, B), x630 (C, D).

534 Haufigkeitsverteilung der Rezeptor-Subtypen

Da insgesamt 64 Proben von 55 Patienten vorlagen, wurden beim Vorhandensein mehrerer
Gewebeproben pro Patient Mittelwerte aus den jeweiligen IRSs gebildet, so dass nur ein Wert
pro Patient in die statistische Auswertung einfloss. Als positiv wurden Praparate gewertet, die
im Immunreaktiven Score einen Mindestwert von 3 erreichten. Eine genaue Ubersicht ist der

Abbildung 21 zu entnehmen.
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Prozentsatz positiver Falle

Haufigkeitsverteilung
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Abbildung 21:

Prozentualer Anteil an Fallen mit einer Positivitat flir die verschiedenen SSTR-

Subtypen beziehungsweise fir den CXCR4. Als positiv wurden nur Falle mit einem

IRS =3 gewertet.
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Abbildung 22:
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Boxplot-Darstellung der Verteilung der Expressionsintensitaten entsprechend dem

IRS fir die verschiedenen SSTR-Subtypen beziehungsweise fiir den CXCR4.

Dargestellt ist der Median, das obere und untere Quartil, der Minimal- und der

Maximalwert sowie Ausreil3er.
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Erganzend zeigt die Abbildung 22 die Verteilung der Expressionsintensitaten flr die
verschiedenen Rezeptoren nach dem IRS. Hierbei gingen alle Praparate, also auch solche mit

einem IRS-Wert von 0 in die Bewertung mit ein.

Im Folgenden sind die Expressionsstarken der einzelnen Rezeptoren vergleichend dargestellt.
Hierzu wurden die Werte aus dem IRS aus Griinden der besseren Ubersichtlichkeit und
leichteren Vergleichbarkeit mit Hilfe der IRS-Klassifikation in vier Gruppen eingeteilt, wobei ,,0
einer negativen, ,1“ einer schwachen, ,2“ einer maRigen und ,3“ einer starken Farbereaktion

entsprechen (siehe Tabelle 9).

SSTR1

Der SSTR1 lield sich mit einer einzigen Ausnahme bei den untersuchten Proben nicht
immunhistochemisch anfarben (Tabelle 10). 98,2 Prozent (n=54) aller Praparate wurde mit
einem IRS-Wert von 0 bewertet. In einer Probe (1,8%; n=1) liel3 sich ein schwach angefarbtes
Areal nachweisen, so dass hier ein Intensitats-Wert von 1 erreicht wurde. Da kein Praparat

intensiv angefarbt werden konnte, erreichte keine der untersuchten Proben einen IRS-Wert

von 2 oder 3.

IRS-Klassifikation Tabelle 10:

Anzahl Prozentsatz Haufigkeitsverteilung der Expressionsstarke des
0=negativ 54 98.2 SSTR1, entsprechend der IRS-Klassifikation
1=schwach 1 1,8
2=maBig 0 0
3=stark 0 0

SSTR2A

Der Rezeptor-Subtyp SSTR2A konnte insgesamt mit einer héheren Intensitat angefarbt
werden als der SSTR1. Bei 50,9 Prozent (n=28) der Patienten war der Tumor jedoch
ungefarbt. 45,5 Prozent der Falle (n=25) erzielten eine IRS-Klassifikation von 1 und gelten
somit als schwach positiv. Zwei weitere Praparate (3,6 Prozent der Falle) wurden als maRig
gefarbt klassifiziert. Einen Wert von 3 in der IRS-Klassifikation erreichte keines der

untersuchten Praparate (Tabelle 11).
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IRS-Klassifikation Tabelle 11:

Anzahl Prozentsatz Héaufigkeitsverteilung der Expressionsstérke des
0=negativ 28 50.9 SSTR2A, entsprechend der IRS-Klassifikation
1=schwach 25 45,5
2=maBig 2 3,6
3=stark 0 0

SSTR3

Im Vergleich zu den Rezeptor-Subtypen SSTR1 und SSTR2A liel3 sich der SSTR 3 mit einer
héheren Intensitat anfarben. Zwar zeigten 52,7 Prozent der Falle (n=29) keine Positivitat fur
diesen Rezeptor, jedoch konnten jeweils 13 (je 23,6 Prozent) der untersuchten Proben als
schwach beziehungsweise maRig gefarbt klassifiziert werden. Einen Wert von 3 in der IRS-

Klassifikation erreichte keines der untersuchten Praparate (Tabelle 12).

IRS-Klassifikation Tabelle 12:

Anzahl Prozentsatz Haufigkeitsverteilung der Expressionsstarke des
0=negativ 29 527 SSTRS, entsprechend der IRS-Klassifikation
1=schwach 13 23,6
2=maBig 13 23,6
3=stark 0 0

SSTR4

Der Somatostatin-Rezeptor SSTR4 war in 67,3 Prozent der Falle (n=37) nicht nachweisbar.
Bei 13 (23,6 Prozent) Patientenproben liel? sich eine schwache, in 9,1 Prozent der Falle (n=5)
eine maRig positive Farbereaktion nachweisen. Einen Wert von 3 in der IRS-Klassifikation

erreichte keines der untersuchten Praparate (Tabelle 13).

IRS-Klassifikation Tabelle 13:

Anzahl Prozentsatz Haufigkeitsverteilung der Expressionsstarke des
0=negativ 37 67.3 SSTRA4, entsprechend der IRS-Klassifikation
1=schwach 13 23,6
2=mafig 5 9,1
3=stark 0 0
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SSTR5

Die intensivsten Farbungen innerhalb der Somatostatin-Rezeptor-Familie konnten fur den
SSTRS verzeichnet werden. 18 Falle (32,7 Prozent) zeigten einen Klassifikations-Wert von
eins und gelten somit als schwach positiv. 29,1 Prozent der Praparate (n=16) zeigten eine
malig positive Farbereaktion. Eine (1,8 Prozent der Falle) Probe erreichte gar den hochsten
Wert von 3 in der IRS-Klassifikation (Tabelle 14).

IRS-Klassifikation Tabelle 14:

Anzahl Prozentsatz Haufigkeitsverteilung der Expressionsstarke des
0=negativ 20 36,4 SSTRS5, entsprechend der IRS-Klassifikation
1=schwach 18 32,7
2=miBig 16 29,1
3=stark 1 1,8

CXCR4

Der Chemokin-Rezeptor CXCR4 war von allen untersuchten Rezeptoren derjenige, welcher
am intensivsten angefarbt werden konnte. Nur in zwei Fallen (3,6 Prozent) konnte keine
Immunreaktion nachgewiesen werden. Mit einer schwachen Farbung wurden 10,9 Prozent der
Proben (n=6) klassifiziert. Der Grof3teil aller Proben (58,2 Prozent der Falle; n=32) wurde mit
2 Klassifikations-Punkten bewertet. 27,3 Prozent der Falle (n=15) erreichten die intensivste

Farbung und somit eine Bewertung von 3 in der IRS-Klassifikation (Tabelle 15).

IRS-Klassifikation Tabelle 15:

Anzahl Prozentsatz Haufigkeitsverteilung der Expressionsstarke des
0=negativ 2 3.6 CXCRA4, entsprechend der IRS-Klassifikation
1=schwach 6 10,9
2=maBig 32 58,2
3=stark 15 27,3

Ki-67

Die Klassifikation des Ki-67-Index erfolgte durch Einordnung der Proben in 3 Gruppen.

Praparate mit einer Ki-67-Positivitat von weniger als 10 Prozent wurden der ersten Gruppe
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zugeordnet. Mit 14 Patienten lieen sich 25,5 Prozent der Praparate in diese Gruppe einteilen.
Der Grofteil (n=35; 63,6 Prozent) der Patienten wies Ki-67-Werte zwischen 11 und 30 Prozent
auf und wurde somit der zweiten Gruppe zugeordnet. Eine Ki-67-Positivitdt von 31 Prozent

und mehr (Gruppe 3) zeigten nur 10,9 Prozent (n=6) der Patienten (Abbildung 23).

Klassifikation mittels Ki-67-Index
70,0
60,0 63,6%
E 50,0 n=35
[FE)
Il
2 40,0
(=%
=
= 30,0
E ' 10,9%
Z 20,0 25,5% n=6
n=14
10,0
0,0
0-10% 11-30% 31-100%
KI-67-INDEX

Abbildung 23: Aufteilung der Patienten in die Ki-67-Klassifikationsgruppen

54 Statistik

Zur statistischen Analyse wurde das Programm IBM SPSS Statistics in der Version 22
verwendet. Mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests wurde Uberprift, ob die vorliegenden
Daten als normalverteilt zu betrachten sind. Der Test ergab, dass alle Daten nicht

normalverteilt sind.

5.4.1 Korrelationen zwischen den Rezeptorexpressionsintensitaten

Im Weiteren wurde mittels des Kendell-Tau-b-Tests Uberprift, ob die IRS-Werte fur die
verschiedenen Rezeptorsubtypen miteinander korrelieren.

Hierbei zeigte sich, dass die Expression bestimmter Rezeptoren signifikant (p<0,05)
beziehungsweise hochsignifikant (p<0,001) mit der anderer Rezeptoren Kkorreliert. So
korrelierte die SSTR3-Expression signifikant mit der des SSTR4 (Korrelationskoeffizient
rho=0,350; p=0,002) sowie hochsignifikant mit der des SSTR5 (Korrelationskoeffizient
rho=0,430; p<0,001). Die Expression des SSTR4 korrelierte ebenfalls hochsignifikant mit der
des SSTRS (Korrelationskoeffizient rho=0,466; p<0,001). Ein tendenzieller Zusammenhang
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ergab sich flir die Expression des SSTR3 mit der des CXCR4 (Korrelationskoeffizient

rho=0,197; p=0,061). Ansonsten zeigten sich keine weiteren signifikanten Zusammenhange.

5.4.2 Unterschiede in der Rezeptorexpression in Abhangigkeit von der

Tumorlokalisation

Im Folgenden wurde nun untersucht, inwiefern es hinsichtlich des Expressions-Ausmales der
einzelnen Rezeptoren Unterschiede in Bezug auf die Tumorlokalisation gab. Hierbei wurden
die Tumore zunachst in gastrische und extragastrische Tumore unterteilt. Im Anschluss
erfolgte ein Vergleich zwischen allen funf Einzellokalisationen (Magen, Ohrspeicheldrise,
Schilddrise, Unterkieferspeicheldrise, Augenhdhle) untereinander. Diese Testungen
erfolgten jeweils mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests. Der Vergleich zwischen gastrischen und
extragastrischen Praparaten wurde im Folgenden zu jedem untersuchten Rezeptor dargestellit.
Weiterflihrende Einzelvergleiche sind aus Grinden der Ubersichtlichkeit nur dann als
Abbildung oder Tabelle in die Arbeit aufgenommen worden, wenn sich signifikante
Unterschiede ergaben.

Weiterhin erfolgte die Darstellung der Expressionsstarken fir die einzelnen Rezeptoren

getrennt nach Tumorlokalisation in Boxplot-Diagrammen.

SSTR1

Da nur ein Praparat eine SSTR1-Expression aufwies, konnten bei der Untersuchung des
SSTR1 weder im Vergleich zwischen gastrischen und extragastrischen Proben, noch bei der
Untersuchung der einzelnen Tumorlokalisationen aussagekraftige Unterschiede in der

Expressionsstarke festgestellt werden (Abbildung 24, Tabelle 16).

SSTR2A

Beim Vergleich zwischen der gastrischen und der extragastrischen Lokalisation der Tumore in
Bezug auf die Expression des SSTR2A zeigte sich im Mann-Whitney-U-Test kein signifikanter
Unterschied (Abbildung 25, Tabelle 17).
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gastlrisch extragallstrisch

Abbildung 24:

Boxplot-Darstellung des Ausmalles der
SSTR1-Expression nach dem IRS in Bezug
auf eine gastrische oder extragastrische
Lokalisation der Tumore.

Dargestellt ist der Median, das obere und
untere Quartil, der Minimal- und der

Maximalwert sowie Ausreil3er.

IRS SSTR2A
N
|

I

gast‘risch extraga‘lstrisch
Abbildung 25:
Boxplot-Darstellung des Ausmales der
SSTR2A-Expression nach dem IRS in
Bezug auf eine gastrische oder
extragastrische Lokalisation der Tumore.
Dargestellt ist der Median, das obere und
untere Quartil, der Minimal- und der

Maximalwert sowie Ausreil3er.

Ergebnisse
Tabelle 16:
Vergleich zwischen den Tumoren gastrischer
oder extragastrischer Lokalisation mit Hilfe
des Mann-Whitney-U-Tests hinsichtlich des
Ausmales der SSTR1-Expression.

Mann-Whitney-U-Test
gastrisch vs.
extragastrisch

U-Wert 220,000
Z-Wert -2,000
0,046*
p-Wert *nur ein Wert positiv,
daher keine Aussage
moglich
Tabelle 17:

Vergleich zwischen den Tumoren gastrischer
oder extragastrischer Lokalisation mittels des
Mann-Whitney-U-Tests hinsichtlich des

Ausmalies der SSTR2A-Expression.

Mann-Whitney-U-Test
gastrisch vs. extragastrisch

U-Wert 174,000
Z-Wert -1,482
p-Wert 0,138
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Auf Grund des erkennbaren tendenziellen Unterschieds in der SSTR2A-Expression zwischen
den Tumoren beider Lokalisationen wurden die einzelnen Herkunftsorte der MALT-Lymphome
im Weiteren genauer betrachtet. Bei dem Vergleich zwischen den Tumorlokalisationen Magen
und Schilddrise ergab sich im Mann-Whitney-U-Test ein signifikanter Unterschied (U=10,000;
Z=-2,411; p=0,020), mit héheren Werten beim Magen. Auch der Vergleich zwischen den
Lymphomen der Ohrspeicheldrise und der Schilddriise ergab eine signifikante Differenz
(U=41,000; Z=-2,159; p=0,037). Auch hier fanden sich héhere Werte bei den Tumoren der
Ohrspeicheldrise als bei denen der Schilddrise. Weitere Vergleiche der MALT-Entitaten
miteinander zeigten in Bezug auf die SSTR2A-Rezeptor-Expression im Mann-Whitney-U-Test

keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 26).

4] o Abbildung 26:
I Boxplot-Darstellung des
§ 37 = AusmaRes der SSTR2A-
E Expression nach dem IRS,
2— It
w || aufgegliedert nach allen finf
L]
(1 vorliegenden
D H Tumorlokalisationen.
09 — T T Dargestellt ist der Median, das
é’% bél% 0;;% %ﬁ.‘x f{% obere und untere Quartil, der
’f‘ % s %%, Minimal- und der Maximalwert
%, ‘3’% sowie Ausreiler.
&

SSTR3

Im Mann-Whitney-U-Test ergab sich zwischen gastrisch und extragastrisch lokalisierten
MALT-Lymphomen ein hochsignifikanter Unterschied in Bezug auf die Expression des SSTRS.
Gastrische MALT-Lymphome exprimieren signifikant mehr Rezeptoren vom SSTR3-Typ als
solche extragastrischen Ursprungs (Abbildung 27, Tabelle 18).
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. Tabelle: 18:
’ Vergleich zwischen den Tumoren gastrischer
6 T oder extragastrischer Lokalisation mittels
E Mann-Whitney-U-Test hinsichtlich des
B 4 Ausmalles der SSTR3-Expression.
&
- 2] o Mann-Whitney-U-Test
0 gastrisch vs.
o extragastrisch
gast‘risch extrag;strisch
Abbildung 27: U-Wert 46,000

Boxplot-Darstellung des Ausmalles der
SSTR3-Expression nach dem IRS in Z-Wert -4,213
Bezug auf eine gastrische oder

extragastrische Lokalisation der Tumore. p-Wert <0,001

Dargestellt ist der Median, das obere und
untere Quartil, der Minimal- und der

Maximalwert sowie Ausreiler.

Auch der Vergleich der Tumore der Einzellokalisationen untereinander ergab teilweise
signifikante Unterschiede in der Expression des SSTR3 (Abbildung 28). Der Mann-Whitney-
U-Test zeigte Signifikanzen beim Vergleich zwischen den MALT-Lymphomen des Magens und
der Ohrspeicheldrise (U=39,500; Z=-3,773; p<0,001), zwischen Magen und Schilddrise
(U=4,000; Z=-2,942; p=0,002) und Magen und Unterkieferspeicheldrise (U=0,500; Z=-3,328;
p<0,001). Darlber hinaus exprimierten auch die Ohrspeicheldrise und die
Unterkieferspeicheldrise signifikant unterschiedlich stark den SSTR3 (U=23,500; Z=-2,933;
p=0,003). Hier zeigte die Ohrspeicheldrise hdhere SSTR3-IRS-Werte als die
Unterkieferspeicheldrise. In allen Fallen wiesen die Tumore des Magens eine h6here SSTR3-
Expression auf als die anderer Lokalisationen. Alle weiteren Vergleiche ergaben keine
signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 28:
Boxplot-Darstellung des Aus-
mafles der SSTR3-

Expression nach dem IRS,
aufgegliedert nach allen funf
vorliegenden

Tumorlokalisationen.

Dargestellt ist der Median, das
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. % aximalwert sowie Ausreil3er.
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SSTR4

Der Vergleich mittels Mann-Whitney-U-Test zwischen den Tumoren gastrischer und

extragastrischer Lokalisation ergab auch beim SSTR4 signifikante Expressionsunterschiede

mit hdheren Werten bei den Lymphomen gastrischer Herkunft (Abbildung 29, Tabelle 19).
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Abbildung 29:

Boxplot-Darstellung des Ausmales der
SSTR4-Expression nach dem IRS in
Bezug auf eine gastrische oder
extragastrische Lokalisation der Tumore.

Dargestellt ist der Median, das obere und
untere Quartil, der Minimal- und der

Maximalwert sowie Ausreil3er.

Tabelle 19:

Vergleich zwischen den Tumoren gastrischer
oder extragastrischer Lokalisation mittels
Mann-Whitney-U-Test hinsichtlich des
Ausmales der SSTR4-Expression.

Mann-Whitney-U-Test
gastrisch vs.
extragastrisch

U-Wert 74,500
Z-Wert -3,737
p-Wert <0,001
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Auch zwischen den verschiedenen Tumorlokalisationen ergaben sich teilweise signifikante
Unterschiede. Hierbei zeigten MALT-Lymphome des Magens eine signifikant hohere
Expression als die der Ohrspeicheldrise (U=46,000; Z=-3,713; p<0,001), der Schilddrise
(U=10,000; Z=-2,372; p=0,020) und der Unterkieferspeicheldrise (U=8,500; Z=-2,553;
p=0,010). Die extragastrisch lokalisierten Tumore wiesen im direkten Vergleich untereinander
keine signifikant unterschiedliche Expression des SSTR4 auf (Abbildung 30).

. Abbildung 30:
Boxplot-Darstellung des Aus-
E 6] malies der SSTR4-Expression
E nach dem IRS, aufgegliedert
E ! nach allen funf vorliegenden
(1 Tumorlokalisationen.
& D &I Dargestellt ist der Median, das
05 ' obere und untere Quartil, der
'éf%,% %-% ‘E‘G;_,@ k%ﬁ *‘?c% Minimal- und der Maximalwert
C: = o ; : :
’f“%@ “5 6_:% % sowie Ausreilder.
o 2
° %,
%,
N
SSTR5

Wie schon bei den Rezeptoren SSTR3 und SSTR4 ergab der Mann-Whitney-U-Test auch fur
den SSTR5 hochsignifikante Unterschiede im Vergleich zwischen einer gastrischen und einer
extragastrischen Lokalisation (Abbildung 31, Tabelle 20). Auch dieser Rezeptor wird von
Non-Hodgkin-Lymphomen des MALT-Typs im Magen haufiger exprimiert als von denen

anderer Lokalisationen.
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Abbildung 31:

Boxplot-Darstellung des Ausmales der
SSTR5-Expression nach dem IRS in
Bezug auf eine gastrische oder
extragastrische Lokalisation der Tumore.
Dargestellt ist der Median, das obere und
untere Quartil, der Minimal- und der

Maximalwert sowie Ausreiler.

Tabelle 20:

Ergebnisse

Vergleich zwischen den Tumoren gastrischer

oder extragastrischer
Mann-Whitney-U-Test

Lokalisation mittels

hinsichtlich des

Ausmales der SSTR5-Expression.

Mann-Whitney-U-Test

gastrisch vs.

extragastrisch

U-Wert

Z-Wert

p-Wert

85,500

-3,330

0,001

Der direkte Vergleich zwischen den funf einzelnen Lokalisationen erbrachte signifikante

Unterschiede zwischen Lymphomen des Magens und der Ohrspeicheldrise (U=53,000; Z=-

3,333; p=0,001) sowie zwischen denen des Magens und der Unterkieferspeicheldrise
(U=6,000; Z=-2,735; p=0,005) mit jeweils hoheren IRS-Werten bei den Tumoren des Magens.

Bei den extragastrischen Lokalisationen unterschied sich die Expression des SSTR5 lediglich

zwischen den MALT-Lymphomen der Ohrspeicheldrise und der Augenhoéhle signifikant
(U=3,500; Z=-2,104; p=0,024). Hier fand sich eine deutlich hdhere SSTR5-Expression in den

Tumoren der Augenhohle. Weitere Vergleiche zeigten zwar Tendenzen, erreichten aber nicht

das Signifikanzniveau. Abbildung 32 gibt einen Uberblick tiber die SSTR5-Expression in den

untersuchten MALT-Lymphomen.
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Abbildung 32:
Boxplot-Darstellung des Aus-
mafles der SSTR5-Expression
nach dem IRS, aufgegliedert
nach allen flnf vorliegenden
Tumorlokalisationen.
Dargestellt ist der Median, das
obere und untere Quartil, der
Minimal- und der Maximalwert

sowie Ausreilder.

Wie aus Abbildung 33 zu ersehen ist, zeigte der Chemokinrezeptor CXCR4 sowohl bei

gastrischen als auch bei extragastrischen MALT-Lymphomen eine hohe Expression. Zwar

fand sich eine tendenziell h6here Prasenz bei den Tumoren des Magens, allerdings war dieser
Unterschied im Mann-Whitney-U-Test nicht signifikant (Tabelle 21).

127 —"

107
& &
Q
5 o
7]
x4

2_ J

o

gastrisch extragastrisch

Abbildung 33:
Boxplot-Darstellung des AusmalRes der
CXCR4-Expression nach dem IRS in
Bezug auf eine gastrische oder

extragastrische Lokalisation der Tumore.
Dargestellt ist der Median, das obere und
untere Quartil, der Minimal- und der

Maximalwert sowie Ausreil3er.

Tabelle 21:

Vergleich zwischen den Tumoren gastrischer

oder extra-gastrischer
Mann-Whitney-U-Test

Ausmalles der

Lokalisation mittels
hinsichtlich
CXCR4-Expression.

des

Mann-Whitney-U-Test

gastrisch vs.
extragastrisch

U-Wert

Z-Wert

p-Wert

165,500

-1,640

0,101
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Auch die Einzelbetrachtung aller Lokalisationen im direkten Vergleich erbrachte keine
signifikanten Unterschiede. Allenfalls zwischen den Praparaten des Magens und denen der
Schilddrise |asst sich ein tendenzieller Unterschied bezlglich der CXCR4-Expression ableiten
(U=16,000; Z=-1,748; p=0,098).

Abbildung 34:

124
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E aufgegliedert nach allen finf
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% fe;% = A Minimal- und der
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KN Ausreifer.

54.3 Ki-67-Auswertung

Ki-67-Index in den fiinf Tumorlokalisationen

Die Auswertung des Ki-67-Scores erfolgte ebenfalls mit dem Mann-Whitney-U-Test. Hier
ergab sich fur keinen Vergleich der Lokalisationen untereinander ein signifikanter Unterschied.
Aus Abbildung 35 geht hervor, dass die Ki-67-Werte der Lokalisationen Magen und
Ohrspeicheldriise die grofdte Spannweite zeigten. Alle anderen Lokalisationen wiesen deutlich
geringere Spannweiten in den Werten auf. Auch wenn sich die Interquartilsabstande der
Lokalisationen teilweise deutlich unterscheiden, liegen die Mediane aller funf Ursprungsorte in
der Nahe von 20 Prozent, so dass bereits aus der Abbildung 35 deutlich wird, dass keine
nennenswerten Unterschiede zwischen den Tumororten in Bezug auf das Vorkommen des Ki-
67-Proteins bestehen.
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100 Abbildung 35:
Boxplot-Darstellung des Ki-

80 ° 67-Indexes, aufgegliedert
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Korrelationen zwischen Ki-67-Index und SSTR- oder CXCR4-Expression

Mit Hilfe des Kendall-Tau-b-Tests wurde Uberprift, ob es in der vorliegenden Untersuchung
einen Zusammenhang zwischen der Expression des Ki-67-Proteins und der
Expressionsintensitat der untersuchten Rezeptoren bei allen flinf Tumorlokalisationen
zusammengenommen gab. Hierbei korrelierten der SSTR3 (Korrelationskoeffizient rho=0,236;
p=0,042) und der CXCR4 (Korrelationskoeffizient rho=0,225; p=0,049) signifikant mit dem Ki-
67-Index. Die Intensitat der Expression aller anderen SSTR korrelierte nicht mit der des Ki-67-
Proteins.

Im Weiteren wurden die gastrischen und extragastrischen Tumore auf einen Zusammenhang
zwischen der Expression des Ki-67-Proteins und der Expressionsintensitat der untersuchten
Rezeptoren hin untersucht (Kendall-Tau-b-Test). Bei der gastrischen Tumorlokalisation ergab
sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Ki-67-Expression und dem Vorliegen des
CXCR4-Rezeptors (Korrelationskoeffizient rho=0,570; p=0,020). Bei den extragastrisch
lokalisierten Praparaten zeigten sich keine signifikanten Korrelationen. Lediglich zwischen
dem Ki-67-Index und der Expression des SSTR3 (Korrelationskoeffizient rho=0,221; p=0,053)
oder dem Vorliegen des SSTR4 (Korrelationskoeffizient rho=0,219; p=0,067) fand sich ein

tendenzieller Zusammenhang.
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544 Zusammenhang zwischen Erkrankungsalter und Rezeptor-Expression

beziehungsweise Ki-67-Index

Nach dem Kendall-Tau-b-Test ergab sich sowohl fir alle Tumore zusammengenommen als
auch fur die einzelnen Tumorlokalisationen keine Korrelation zwischen dem Erkrankungsalter
und dem IRS der verschiedenen Rezeptoren. Dagegen zeigte sich bei der Betrachtung aller
Tumoren zusammengenommen ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Erkrankungsalter und dem Ki-67-Index (Korrelationskoeffizient rho=0,283; p=0,003). Bei der
getrennten Betrachtung der Tumore mit gastrischer oder extragastrischer Lokalisation fand
sich jedoch keine Korrelation des Ki-67 mit dem Alter zum Diagnosezeitpunkt eines MALT-
Lymphoms des Magens. Bei den extragastrischen Tumoren korrelierten dagegen das
Erkrankungsalter und der Ki-67-Index signifikant miteinander (Korrelationskoeffizient
rho=0,288; p=0,006). Abbildung 36 zeigt die HOhe des Ki-67-Indexes in Abhangigkeit von der
Altersgruppe bei allen Tumoren zusammengenommen. Hierzu wurde das Alter der Patienten
in Dekaden eingeteilt (0-10 Jahre entspricht Altersgruppe 1; 11-20 Jahre entspricht
Altersgruppe 2, ...91-100 Jahre entspricht Altersgruppe 9). Dabei zeigte sich, dass die Ki-67-
Expression mit zunehmendem Erkrankungsalter der Patienten steigt. In Tabelle 22 ist dieser

Zusammenhang dargestellt.

1004 Tabelle 22:

Korrelation des Ki-67-Indexes mit dem Alter in
" * Altersgruppen bei allen funf
G0 Tumorlokalisationen zusammen betrachtet.

404

Ki-67-Index

Kendall-Tau-b-Test Ki-67-
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e é ? % a @ Index vs. Altersgruppen
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Abbildung 36: p-Wert 0,001
Boxplot-Darstellung der Héhe des Ki-67-Indexes

in Abhangigkeit vom Alter der Patienten in
Altersgruppen bei allen Tumoren
zusammengenommen.

Dargestellt ist der Median, das obere und untere

Quartil, der Minimal- und der Maximalwert sowie

Ausreilder.
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5.4.5 Zusammenhang zwischen dem Stadium der Erkrankung und der Rezeptor-

Expression beziehungsweise dem Ki-67-Index

Um eine mogliche Korrelation zwischen dem IRS beziehungsweise dem Ki-67-Index und dem
Tumorstadium zu untersuchen, wurde erneut der Kendall-Tau-b-Test verwendet. Hierbei
ergab sich bei der Betrachtung der Praparate aller Lokalisationen insgesamt weder fir die
SSTR-Expression noch flr den Ki-67-Index ein signifikanter Zusammenhang mit dem
Tumorstadium.

Weiterhin wurden die gastrische und die extragastrische Lokalisation getrennt analysiert. Bei
den gastrisch lokalisierten Tumoren korrelierte das Erkrankungsstadium nicht signifikant mit
dem IRS beziehungsweise dem Ki-67-Index; es ergab sich lediglich ein tendenzieller
Zusammenhang zwischen dem Stadium und dem Vorliegen des SSTRS3
(Korrelationskoeffizient rho=0,471; p=0,095). Extragastrisch lokalisierte MALT-Lymphome
zeigten hingegen einen hochsignifikanten Zusammenhang zwischen einem héheren Stadium
der Erkrankung und der Expression des SSTR3 (Korrelationskoeffizient rho=0,374; p=0,004)
und dem Vorkommen des CXCR4-Rezeptors (Korrelationskoeffizient rho=0,342; p=0,013).
Darliber hinaus war ein tendenzieller Zusammenhang zwischen dem Stadium der
Tumorerkrankung und der SSTR4-Expression innerhalb der Gruppe der extragastrisch

lokalisierten Tumore erkennbar (Korrelationskoeffizient rho=0,225; p=0,094).

5.5 Zusammenhang zwischen den Begleiterkrankungen und der Rezeptor-

Expression beziehungsweise dem Ki-67-Index

Mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests wurde im Weiteren untersucht, ob das Vorliegen einer
der beiden untersuchten Begleiterkrankungen (Autoimmunerkrankung, Helicobacter-
pylorilnfektion) einen Einfluss auf die SSTR-Expression beziehungsweise den Ki-67-Index

sowie auf die klinischen Parameter Stadium der Erkrankung und Erkrankungsalter hatte.

5.5.1 Einfluss einer Autoimmunerkrankung auf die Rezeptor-Expression

beziehungsweise auf den Ki-67-Index

Mittels des Mann-Whitney-U-Tests wurde ermittelt, ob signifikante Unterschiede in der
Rezeptor-Expression beziehungsweise dem Ki-67-Index zwischen Patienten mit und ohne

Autoimmunerkrankung bestanden. Dazu wurde zunachst das Sjogren-Syndrom, anschiefRend
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die Hashimoto-Thyreoiditis und zuletzt beide Autoimmunerkrankungen gemeinsam im

Vergleich mit Patienten ohne Autoimmunerkrankung untersucht.

Fir Patienten mit einem Sjogren-Syndrom (n=35) ergab sich im Vergleich zu denen ohne
Vorliegen der Erkrankung (n=20) ein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Expression
des SSTR5 (U=236,500; Z=-2,008; p=0,045), wobei die Patientengruppe mit einer Erkrankung
am Sjogren-Syndrom hohere Expressionswerte aufwies.

Patienten, die an einer Hashimoto-Thyreoiditis (n=6) litten, wiesen gegeniber denen ohne
Hashimoto-Thyreoiditis (n=49) keine signifikanten Expressionsunterschiede in den
untersuchten Rezeptoren beziehungsweise des Ki-67-Proteins auf. Hier ergab sich lediglich
fur den SSTR2A ein tendenzieller Unterschied (U=84,000; Z=-1,762; p=0,092).

In dem isolierten Vergleich zwischen den Patienten mit Sjoégren-Syndrom und denen mit
Hashimoto-Thyreoiditis zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, so dass abschliel}end
noch einmal alle Patienten in die statistische Auswertung der Fragestellung aufgenommen
wurden, bei denen Autoantikorper in der Laboruntersuchung nachweisbar waren (n=34).
Diese wurden in Bezug auf die SSTR- und CXCR4-Rezeptorexpression mit allen
autoantikOrper-negativen Patienten (n=14) verglichen. Hier zeigte sich ein signifikanter
Unterschied in der Expression des SSTR4 (U=114,500; Z=-2,946; p=0,003) sowie eine
tendenzielle Differenz fur den SSTR5 (U=164,500; Z=-1,687; p=0,092). Patienten mit
positivem Nachweis von Autoantikrpern verschiedener Genese, zeigten hier niedrigere Werte

als die Vergleichsgruppe ohne Autoimmungeschehen.

5.5.2 Einfluss einer Autoimmunerkrankung auf das Tumorstadium zum

Diagnosezeitpunkt

Der Chi-Quadrat-Test ergab einen signifikanten Unterschied flr die Stadieneinteilung bei
Vorliegen beziehungsweise Nicht-Vorliegen einer Autoimmunerkrankung (Chi*=7,893;
p=0,030). Anschlielend wurde uberprift, ob zwischen Vorliegen einer bestimmten
Autoimmunerkrankung und dem Erkrankungsstadium bei Diagnosestellung Zusammenhange
bestehen. Hierbei fand sich ein starker tendenzieller Unterschied (p=0,081).

Aus der graphischen Darstellung dieses Zusammenhangs (Abbildung 37) geht hervor, dass
speziell das Vorliegen des Sjogren-Syndroms mit einem hoheren Tumor-Stadium zum
Diagnosezeitpunkt assoziiert zu sein scheint. Die Uberpriifung dieser Vermutung ergab einen
hochsignifikanten Unterschied in Bezug auf das Tumorstadium zum Diagnosezeitpunkt im

Vergleich zu Patienten ohne Sjogren-Syndrom (Tabelle 23).
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4 a Tabelle 23:
Unterschied in der Hohe des Tumorstadiums
zwischen Patienten mit und ohne Vorliegen

eines Sjogren-Syndroms.

Stadium
T 19
—{]
Psl—
([

“ ;"35- @?9 %, o D
=] //;)O “a .5}}. 4@ .
”"\\/5,, 7 5, ”13,% 9@@\@/’ 7 Mann-Whitney-U-Test
“, %“‘3; Stadium vs. Sjégren-Syndrom
ey
Abbildung 37: U 194,500
Boxplot-Darstellung der Héhe des Tumorstadiums
in Abhangigkeit vom Vorliegen einer spezifischen
i Z -2,875
Autoimmunerkrankung.
Dargestellt ist der Median, das obere und untere
Quartil, der Minimal- und der Maximalwert sowie p-Wert 0,004
Ausreiler.
5.5.3 Einfluss einer Autoimmunerkrankung auf das Erkrankungsalter

Der Kruskall-Wallis-Test ergab keine signifikanten Unterschiede bei der Betrachtung des

Erkrankungsalters in Bezug auf das Vorliegen einer Autoimmunerkrankung.

554 Einfluss einer Helicobacter-pylori-Infektion auf die Rezeptor-Expression

beziehungsweise den Ki-67-Index

Im Mann-Whitney-U-Test zeigte sich bei der Betrachtung aller Tumorlokalisationen kein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer H.p.-Infektion und der
Expressionsintensitat der untersuchten Rezeptoren. Da eine H.p.-Infektion bevorzugt mit
MALT-Lymphomen des Magens assoziiert ist, wurden ebenfalls mittels des Mann-Whitney-U-
Tests noch einmal die gastrischen Praparate gesondert betrachtet. Es zeigten sich jedoch
auch hier keine signifikanten Unterschiede.

5.5.5 Einfluss einer Helicobacter-pylori-Infektion auf das Tumorstadium zum

Diagnosezeitpunkt

Der Chi-Quadrat-Test ergab keine signifikanten Unterschiede bei der Betrachtung des

Stadiums in Bezug auf das Vorliegen einer Helicobacter-pylori-Infektion.
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5.5.6 Einfluss einer Helicobacter-pylori-Infektion auf das Erkrankungsalter

Im Mann-Whitney-U-Test fand sich kein signifikanter Unterschied in Bezug auf das
Erkrankungsalter bei Patienten mit einer H.p.-Infektion im Vergleich zu denen ohne eine
solche Erkrankung. Auch fiur die nur gastrisch lokalisierten Tumore ergab sich im Mann-
Whitney-U-Test kein Unterschied. Da es auch Patienten gab, die zwar eine H.p-Infektion
zeigten, allerdings eine extragastrische Lokalisation des Primartumors aufwiesen, wurden fur
die graphische Darstellung in Abbildung 38 alle Praparate betrachtet. Tendenziell lasst sich
erkennen, dass das Vorliegen einer H.p.-Infektion eher mit einem héheren Erkrankungsalter

assoziiert zu sein scheint.

Abbildung 38:

Boxplot-Darstellung des
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6 Diskussion

6.1 Alters- und Geschlechtsverteilung

Das mediane Patientenalter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose betrug in der vorliegenden
Untersuchung 54 Jahre. Die Altersverteilung zeigte einen Gipfel in der Altersgruppe der 51-
bis 60-Jahrigen, was sich mit den Angaben des Marginalzonen-Lymphom-Registers deckt, in
denen die sechste Lebensdekade als Altersgipfel genannt wird.

In der europaischen Bevdlkerung sind Manner prozentual leicht haufiger vom extranodalen
Marginalzonen-Lymphom betroffen als Frauen, was beispielsweise in der Arbeit von Capelle
et al. 2008 untersucht wurde. Es wurden 1419 Patienten in die Untersuchung einschlossen.
Das mediane Erkrankungsalter lag bei 68 Jahren (hier 54 Jahre) und mit einem ungefahren
Verhaltnis von 1:1 (hier zirka 1:2 m:w) waren Manner geringgradig haufiger betroffen als
Frauen (m: 51,9 Prozent/ w: 41,8 Prozent) (Capelle et al. 2008).

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Olszweski und Castillo in ihrer epidemiologischen
Untersuchung an 9886 Patienten mit MALT-Lymphom (Median: 67 Jahre; weibliches
Geschlecht: 55,4 Prozent) (Olszewski und Castillo 2013).

Die vorliegende Arbeit zeigt abweichende Ergebnisse in Bezug auf die
Geschlechtsverteilung und das mediane Erkrankungsalter. Ursachlich hierflir kdénnte sein,
dass ein Groldteil der Patienten an einer mit MALT-Lymphomen assoziierten
Begleiterkrankung (Sjogren-Syndrom; Hashimoto-Thyreoiditis) litt. Diese betreffen einerseits
deutlich haufiger Frauen als Manner und weisen auch in Bezug auf das Erkrankungsalter und
das Risiko ein anderes Profil auf, sodass die hier beobachteten Zahlen dadurch beeinflusst
worden sein kdnnten. Dartber hinaus ist der Umfang der hier betrachteten Stichprobe deutlich
kleiner als der der beiden oben genannten Studien, wodurch die Ergebnisse ebenfalls

verfalscht worden sein konnten.

6.2 Tumorlokalisation

Gemal den Angaben des Marginalzonen-Lymphom-Registers zur Epidemiologie des
extranodalen Marginalzonenlymphoms des MALT betragt dessen Haufigkeit innerhalb der
Non-Hodgkin-Lymphome zirka sieben bis zehn Prozent.

In der vorliegenden Arbeit wich die Verteilung der Lokalisationshaufigkeiten von den in Tabelle
24 dargestellten typischen Daten deutlich ab. Diese Tatsache ist am ehesten der relativ

geringen Grofe der Stichprobe geschuldet. Da allein 30 Praparate der Ohrspeicheldriise und
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nur 11 Praparate dem Magen entstammten, kann bei der Haufigkeitsverteilung der

Lokalisation nicht von einer reprasentativen Stichprobe ausgegangen werden.

Lokalisation Anteil in % Tabelle 24:
Gastrointestinaltrakt 50 Ubersicht Gber die Lokalisation der MALT-
(davon zirka 75% im Lymphome in der Normalbevélkerung
Magen) (modifiziert nach den Angaben des
Lunge 14 Marginalzonen-Lymphom-Registers).
HNO-Bereich 14
Augenanhangsgebilde 12
Haut 11
Schilddriise 4
Mammae 4
6.3 Stadien

Capelle et al. erfassten 1419 Patienten mit MALT-Lymphom. In 972 Fallen (68,5 Prozent)
erfolgte die Diagnose in einem fruhen Tumorstadium. Bei 357 Patienten (25,2 Prozent) lag
bereits ein mittleres bis fortgeschrittenes Tumorstadium vor. In 90 Fallen wurde kein Stadium
definiert.

Die von Olszewski und Castillo untersuchten 9886 Falle von MALT-Lymphomen wurden in
75,5 Prozent der Falle im Stadium | oder |l diagnostiziert. Bereits in den fortgeschrittenen
Stadien Il und IV befanden sich 15,5 Prozent der MALT-Lymphome. Bei weiteren 9,1 Prozent
der Falle war kein Erkrankungsstadium bekannt (Olszewski und Castillo 2013). Die in
vorliegender Arbeit untersuchten Patienten wiesen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose ein
ahnliches Stadienprofil auf. Hier befanden sich insgesamt 67,3 Prozent der Tumoren in den
Stadien | und Il, 29,1 Prozent der Patienten hatten bereits das Stadium Ill oder IV erreicht. In
3,6 Prozent der Falle war kein Stadium definiert. Da die hier untersuchte Stichprobe von
vergleichsweise sehr kleinem Umfang ist, sind die Abweichungen zu den beiden oben
genannten Untersuchungen akzeptabel. Trotzdem ist eine ahnliche Tendenz zur Diagnose in

frihen Stadien erkennbar.
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6.4 Immunhistochemische Untersuchung der Patientenproben

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der verfigbaren Patientenproben auf die
Expression der Somatostatin-Rezeptoren SSTR1 bis SSTR5 und des Chemokin-Rezeptors
CXCR4.

6.4.1 Somatostatin-Rezeptor-Expression

Die untersuchten Tumorpraparate zeigten eine sehr heterogene Expression der
verschiedenen Somatostatin-Rezeptoren in Bezug auf deren Haufigkeit und Farbeintensitat.
Der SSTR5 hob sich innerhalb der funf Rezeptor-Subtypen als der am haufigsten positive
Rezeptor ab. Er konnte bei 50 Prozent der Proben (n=28) nachgewiesen werden. Der SSTR3
trat am zweithaufigsten auf und wurde in 35,7 Prozent der Falle (n=20) detektiert. 26,8 Prozent
der Patienten (n=15) zeigten eine SSTR2A-Expression. An vorletzter Stelle stand der SSTR4,
welcher in 10 Fallen (17,9 Prozent) anfarbbar war, gefolgt vom SSTR1, der nur in einem Fall
(1,8 Prozent) exprimiert wurde und damit am seltensten auftrat. Dieselbe Abstufung ergab
sich auch in Bezug auf die Intensitdt der erzielten Farbungen. Auch hier fand sich in
absteigender Reihenfolge bei den Somatostatin-Rezeptoren SSTR5, SSTR3 und SSTR2A die

starkste Immunreaktion.

Eine indirekte Untersuchung der Somatostatin-Rezeptoren in MALT-Lymphomen erfolgte
bereits durch Raderer et al. 1999 und 2001, indem die Tumorproben auf das Vorliegen der
entsprechenden mRNA mittels Northern Blot untersucht wurden. Hierzu grenzte man
gastrische von extragastrischen Lokalisationen ab und stellte fest, dass letztere eine hohe
MRNA-Expression des SSTR2A aufwiesen. Die gastrischen MALT-Lymphome zeigten
dagegen ein gehauftes Vorkommen von mRNA fur den SSTR3 und den SSTR4, nicht jedoch
fur den SSTR2A (Raderer et al. 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde nicht die protein-codierende messenger RNA untersucht,
sondern  die letztendlich  synthetisierten = Rezeptor-Proteine  als  Zielstruktur
immunhistochemisch angefarbt. In Bezug auf den Somatostatin-Rezeptor-Subtyp SSTR2A
fielen die Ergebnisse im Vergleich zu denen von Raderer et al. 2001 unterschiedlich aus. Es
zeigte sich eine geringgradig hdhere Expression des SSTR2A in gastrischen im Vergleich zu
extragastrischen Tumoren, die jedoch statistisch nicht signifikant war. Ursachlich fur diese
Differenzen kénnte beispielsweise sein, dass in extragastrischen Tumoren die mRNA flir den
SSTR2A nicht zum endglltigen Protein translatiert wird, beispielsweise aufgrund einer

vermehrten Expression von mi-RNA.
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Die Rezeptor-Proteine SSTR3 und SSTR4 lieRen sich in gastrischen Tumoren ebenfalls
signifikant haufiger nachweisen als in extragastrischen Tumoren, was im Gegensatz zum
SSTR2A mit den Ergebnissen von Raderer et al. (2001) tbereinstimmt.

Parallel zur Untersuchung der mRNA fur die SSTR unterzogen Raderer et al. die Patienten
einer octreotid-basierten Szintigraphie zur Tumordetektion und konnten hiermit eine
Darstellung der extragastrischen MALT-Lymphome erzielen. Dass gastrisch lokalisierte
MALT-Lymphome sich nicht sensitiv mit dieser bildgebenden Methode detektieren lieRen,
stimmte mit dem von den Autoren nachgewiesenen mRNA-Profil Uberein, sodass man,
basierend auf der Tatsache, dass Octreotid mit hoher Spezifitit den SSTR2A bindet,
schlussfolgerte der SSTR2A-Subtyp wirde nicht von gastrischen MALT-Lymphomen

exprimiert werden (Raderer et al. 2001).

Wie die Tabelle 24 im Kapitel 6.2 darstellt, treten Marginalzonen-Lymphome des MALT
gehauft im Gastrointestinaltrakt und hier zu drei Vierteln im Magen auf. Auf Grund der
schlechten Datenlage in Bezug auf die Expression von Somatostatin-Rezeptoren in MALT-
Lymphomen, wurde zum Vergleich die Arbeit von Shi et al. herangezogen, die
Magenkarzinome auf das Vorliegen von SSTR-mRNA untersucht hat. Hierbei handelte es sich
nicht um Lymphome, sondern um Karzinome der gleichen organbezogenen Lokalisation (Shi
et al. 2013).

Im Gegensatz zu Raderer et al., welche die Northern-Blot-Methode nutzten, haben Shi et al.
die SSTR-mRNA mittels RT-PCR detektiert. Von insgesamt 51 Patienten mit
Magenkarzinomen wurde jeweils eine Probe aus gesundem Magengewebe mit einer Probe
des Malignoms verglichen. Untersucht wurde neben anderen Merkmalen die mRNA fir die
Somatostatin-Rezeptoren SSTR2, 3 und 5. Shi et al. stellten fest, dass die Expression von
sowohl Somatostatin selbst als auch von dessen Rezeptoren in Tumorzellen im Vergleich zu
gesundem Magengewebe desselben Patienten signifikant niedriger ausfiel (p<0,01) (Shi et al.
2013). Darlber hinaus stellte die SSTR2-mRNA sogar die gréfite Fraktion in der PCR-
Untersuchung.

Auch wenn Shi et al. keine gastrisch lokalisieten MALT-Lymphome, sondern gastrische
Karzinome untersucht haben, so konnte zumindest hier ein hoher Anteil an mRNA fiir den
SSTR2 gefunden werden. Somit zeigen die Ergebnisse eine dhnliche Tendenz, wie die in der
vorliegenden Arbeit erzielten Resultate.

Da in der Literatur bislang nur sehr sparliche Ergebnisse zur SSTR-Expression in Non-
Hodgkin-Lymphomen im Allgemeinen und in MALT-Lymphomen im Speziellen vorliegen, fallt

eine gesamtheitlich vergleichende Einordnung der erzielten Ergebnisse schwer.
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Eine Moglichkeit zur Verbesserung der bisherigen Datenlage konnte darin bestehen,
Szintigraphien nicht octreotid-basiert durchzufihren, sondern hierfur beispielsweise das
breiter wirksame Pasireotid zu verwenden. Pasireotid bindet nicht nur den SSTR2A, sondern
darlber hinaus auch die SSTR1, 3 und 5 mit hoher Spezifitat. Wahrend die Ergebnisse der
Arbeit von Raderer et al. wegen des gefundenen SSTR-mRNA-Profils eine
somatostatinanalogon-basierte Szintigraphie oder -PET/CT nur fir extragastrische MALT-
Lymphome nahelegen, konnten mit Somatostatin-Analoga der zweiten Generation
moglicherweise alle Marginalzonen-Lymphome des MALT visualisiert werden und die
Szintigraphie oder die PET/CT damit anderen Bildgebungsverfahren (berlegen sein. Dies
ergibt sich vor allem aus der in der vorliegenden Arbeit gefundenen hohen Expressionsrate

des SSTR5 sowohl in gastrisch als auch extragastrisch lokalisierten MALT-Lymphomen.

6.4.2 CXCR4-Rezeptor-Expression

In der vorliegenden Untersuchung konnte bei 92,9 Prozent der untersuchten MALT-Lymphome
eine CXCR4-Expression nachgewiesen werden.

In der von Middle et al. (2015) vorgelegten Arbeit wurde untersucht, inwieweit Chemokin-
Rezeptoren, Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren und Integrine die Lokalisation von
Lymphomen beeinflussen beziehungsweise die Lokalisation deren Expression beeinflusst. Ein
Teil der Gesamtuntersuchung befasste sich mit der Fragestellung, wie stark sich der CXCR4-
Rezeptor in den untersuchten Tumorproben immunhistochemisch anfarben lie3. Dabei
standen Lymphompraparate verschiedener Entitaten und Lokalisationen zur Verfigung. In der
differenzierten Betrachtung der einzelnen Entitaten erreichten Marginalzonen-Lymphome die
hochsten Score-Werte in Bezug auf die immunhistochemische Farbung des CXCR4. Middle
et al. unterteilten die untersuchten B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome ebenfalls nach ihrer
Lokalisation, wobei einen Manifestationsort die Augenanhangs-Gebilde darstellten. Auch
diese erreichten in der Arbeit von Middle et al. im Vergleich zu anderen Lokalisationen die
hoéchsten Expressionsintensitaten (Middle et al. 2015).

Obwohl es sich bei den in dieser Arbeit untersuchten MALT-Lymphomen um eine Untergruppe
der MZL handelt und sich die von Middle et al. verwendeten Scoring-Systeme von denen der
vorgelegten Arbeit unterscheiden, wiesen ebenfalls beinahe alle untersuchten Proben eine
intensive Farbereaktion flir den CXCR4-Rezeptor auf. Die CXCR4-Farbungen von Praparaten
der Augenhohle zeigten in der vorliegenden Arbeit ebenfalls die hochste Expressionsintensitat
aller extragastrischen Proben.

Die Forschergruppe um Alexander Deutsch beschaftigte sich ebenfalls mit der Expression von

Chemokin-Rezeptoren in Lymphomen. Hierbei ging es im Besonderen um deren Rolle bei der
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Transformation nicht-neoplastischen Magengewebes in ein diffuses grof3zelliges B-Zell-
Lymphom (Deutsch et al. 2013). Hierzu wurden konkret folgende Zwischenstufen betrachtet:
nicht-neoplastisches Magengewebe, H.p.-assoziierte Gastritis, MALT-Lymphome des Magens
sowie zum diffusen grofRRzelligen B-Zell-Lymphom transformierte MALT-Lymphome des
Magens. Neben anderen Rezeptoren lag unter anderem auch ein Fokus auf dem CXCR4-
Rezeptor, welcher von Deutsch et al. beispielsweise vor allen Dingen mit einer Infiltration des
Knochenmarks in Verbindung gebracht wurde. Daruber hinaus gehérte zu den Ergebnissen
die Erkenntnis, dass ein Verlust des CXCR4 mit dem Fortschreiten der Lymphomerkrankung
und einem tendenziell fortgeschrittenen Stadium assoziiert zu sein scheint. Bei zehn der von
Deutsch et al. untersuchten Tumore handelte es sich um MALT-Lymphome. Eine RT-PCR
zeigte, dass keines der zehn Praparate eine mRNA fiir den CXCR4-Rezeptor exprimierte. Die
immunhistochemische Detektion ergab allerdings eine positive Farbereaktion fir den CXCR4
in zwei von finf MALT-Lymphomen des Magens (Deutsch et al. 2013).

Auch in der vorgelegten Arbeit zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Stadium und der Expression des CXCR4, wobei ein hoheres Stadium mit einer héheren
Expression des Rezeptors korrelierte. Allerdings wiesen die 64 untersuchten Proben
insgesamt eine hohe Positivitat fir den CXCR4 auf. Die Ursache fir diesen deutlichen
Ergebnisunterschied kénnte im Umfang der Stichprobe liegen, welcher in beiden
Untersuchungen klein war, denn in einer anderen Untersuchung durch Trentin et al. in Non-
Hodgkin-Lymphomen konnte ebenfalls eine hohe Expression des CXCR4-Rezeptors
detektiert werden. So zeigten in der Arbeit von Trentin et al. alle 43 untersuchten Non-Hodgkin-
Lymphome eine Positivitat fir den CXCR4. Darunter befanden sich auch funf Marginalzonen-

Lymphome, die allesamt eine deutliche CXCR4-Expression aufwiesen (Trentin et al. 2004).

6.4.3 Ki-67-Index

In der vorliegenden Arbeit wurden die MALT-Lymphome zusatzlich auch auf ihre Ki-67-
Expression hin untersucht. Die ermittelten Ki-67-Werte wurden anschlieRend klassifiziert,
indem die Praparate entsprechend dem Anteil an positiven Zellkernen in drei Gruppen, (1) Ki-
67-Werte <10 Prozent, (2) Ki-67-Index 10-30 Prozent und (3) Ki-67-Werte 230 Prozent,
eingeordnet wurden.

Die Arbeitsgruppe um Sato et al. (2006) beschaftigte sich ebenso wie die vorliegende Arbeit
mit der Expression des Ki-67-Proteins in MALT-Lymphomen. Allerdings wurden dort
ausschlieBBlich gastrische MALT-Lymphome von insgesamt 23 Patienten betrachtet. In der
Arbeit von Sato et al. (2006) zeigte sich eine lediglich moderate Expression des Ki-67-Proteins

in den betrachteten Proben. Die Intensitatseinteilung wurde in 10-Prozent-Schritten
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Diskussion

vorgenommen. Die Uberwiegende Mehrheit der Falle wies einen Ki-67-Index von kleiner als
zehn Prozent auf (n=21). Nur zwei Proben zeigten einen Ki-67-Wert von bis zu 20 Prozent
(Sato et al. 2006).

Im Vergleich zur vorliegenden Arbeit wiesen die Praparate von Sato und Kollegen somit eher
niedrige Ki-67-Werte auf. Allerdings gestaltet sich die Vergleichbarkeit auf Grund der

abweichenden Tumorlokalisation sowie des geringen Stichprobenumfangs als schwierig.

Insgesamt finden sich in der Literatur nur wenige Daten Uber den SSTR- und CXCR4-Besatz
sowie zur Ki-67-Expression in MALT-Lymphomen. Hinzu kommt, dass zur Untersuchung des
Vorkommens der Rezeptoren bei MALT-Lymphomen verschiedenste Methoden zum Einsatz
kamen, die nicht ohne weiteres mit den hier verwendeten immunhistochemischen Ansatz
verglichen werden kdonnen. Zum anderen spielt die Wahl der verwendeten Antikdrper und
deren Spezifitat eine entscheidende Rolle bei der Detektion der Rezeptoren. Auch wurden in
nur wenigen Arbeiten ausschlieRlich die immunhistochemischen Zellmerkmale betrachtet.
Selbst wenn dies gegeben ware, so ware eine sinnvolle Vergleichbarkeit nur dann maglich,
wenn das Auswertungssystem fir die immunhistochemischen Untersuchungen immer
dasselbe gewesen ware. Allerdings mangelt es hier an Einheitlichkeit. Abgesehen davon ist
die Mehrzahl der zum Einsatz kommenden Bewertungssysteme untersucherabhangig, sodass
unterschiedliche Untersucher mdglicherweise auch zu verschiedenen Ergebnissen kommen
konnen. So ist unter anderem entscheidend, ab welcher Farbeintensitat ein Tumor als positiv
gilt. Nur wenn hier die Grenzen der Positivitdten bei den verschiedenen Arbeiten ahnlich
definiert sind, ist auch ein sinnvoller Vergleich der Ergebnisse mdglich. Auch innerhalb des
Patientenkollektivs liegen Ursachen fir eine schlechte Vergleichbarkeit von Ergebnissen. Die
Vielzahl der NHL-Entitaten, die unterschiedlichen Manifestationsorte von Lymphomen, das
Tumorstadium sowie auch die Anzahl der Falle sind nur einige von vielen Grunden, die eine

vergleichende Einordnung von Daten erschweren.
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Schlussfolgerungen

7 Schlussfolgerungen

Die vorliegende Arbeit gibt einen Uberblick tiber die Expressionshaufigkeiten und -intensitaten
der Somatostatin-Rezeptoren SSTR1 bis SSTR5 sowie des Chemokin-Rezeptors CXCR4 bei
MALT-Lymphomen unterschiedlicher Lokalisation. Dabei fanden sich Hinweise, dass
gastrische und extragastrische Tumore unterschiedliche Expressionsstarken fur die jeweiligen
Rezeptoren aufweisen und sich das Expressionsmuster zwischen beiden Gruppen teilweise
deutlich unterscheidet.

Der CXCR4-Rezeptor war mit Abstand am haufigsten exprimiert. Er war in 92,9 Prozent der
untersuchten Praparate nachweisbar. Unter den Somatostatin-Rezeptoren erwiesen sich der
SSTRS (Positivitat in 50 Prozent der Falle) sowie der SSTR3 (Positivitat in 35,7 Prozent der
Tumore) ebenfalls als interessante Zielstrukturen. Diese hohen Inzidenzen und teilweise auch
intensiven Farbungen sprechen dafir, dass zukunftig vor allem der CXCR4 und der SSTR5
diagnostische und therapeutische Zielstrukturen bei malignen Lymphomen des MALT-Typs
darstellen kénnten. Da die Expression des SSTR2A mit einer Positivitat in nur 26,8 Prozent
der Falle vergleichsweise niedrig war, sollten in Zukunft eher Somatostatin-Analoga eingesetzt
werden, die ein breites Affinitdtsspektrum in Bezug auf die flnf verschiedenen Somatostatin-
Rezeptoren aufweisen. Ein solches Pharmakon ist zum Beispiel Pasireotid. Es bindet Uber
den SSTR2A hinaus auch die Somatostatin-Rezeptoren SSTR1, 3 und 5 und kénnte daher
dem bisher haufig verwendeten Octreotid in der Diagnostik und in der Therapie von MALT-
Lymphomen Uberlegen sein.

Mit Hilfe des Ki-67-Indexes konnten 63,6 Prozent der Patienten der Risikogruppe | und weitere
25,5 Prozent der Risikogruppe Il zugeordnet werden. Allerdings mangelt es in Bezug auf die
Index-Zuordnung an vergleichbaren Daten in der Literatur.

Dass chronisch-entzundliche Erkrankungen das Risiko, an einem malignen Non-Hodgkin-
Lymphom zu erkranken, teilweise signifikant steigern, ist bereits mehrfach beschrieben. Eine
Auswirkung einer solchen Erkrankung auf den Rezeptorbesatz und die damit verbundenen
SSTR- oder CXCR4-basierten Diagnose- und Therapiemdglichkeiten von MALT-Lymphomen
wurde allerdings bislang kaum erfasst, stellt aber auf Grund der in der vorliegenden Arbeit
gefundenen Ergebnisse ein weiteres Feld fur kinftige Untersuchungen dar.

Die vorliegende Arbeit soll einen ersten Schritt in Bezug auf die Erfassung der Expression der
Somatostatin-Rezeptoren und des Chemokin-Rezeptors CXCR4 bei MALT-Lymphomen
darstellen. Wenn die Ergebnisse der hier vorgestellten Arbeit weitere Untersuchungen mit
gréReren Fallzahlen bedingen wirden, kdnnte die Aussagekraft der dargestellten Ergebnisse

noch deutlich verbessert werden.
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