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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Thymus

Der Thymus entwickelt sich aus dem ventralen Anteil der dritten Schlundtasche. Die
Thymusanlage wandert nach kaudal und medial und nimmt zusammen mit der Anlage
der Gegenseite ihren Platz im vorderen Mediastinum ein; Entwicklung und Wachstum
setzen sich dort bis in die Pubertét fort.

Histologisch ist der kindliche Thymus in Léppchen gegliedert. Sie hidngen an
Gefalstraingen und gliedern sich in Rinde, mit dichtgelagerten Lymphozyten, und dem
weniger zelldichten Mark. Der Grundaufbau des Organs wird von zwei Zellarten
bestimmt: verzweigte epitheliale Zellen bilden ein weitmaschiges Netz, das dicht von T-
Lymphozyten besiedelt wird. Aufgrund dieser Zusammensetzung spricht man von
einem lymphoepithelialen Organ. Die Vermehrung der in den Thymus eingewanderten
Lymphozyten findet in der kapselnahen Randzone statt. Im Mark sind die Lymphozyten
(Thymozyten) sparlicher (Simson, Wang et al. 1994; Geenen and Brilot 2003; Savino
2006). Bestimmte Vorlduferzellen aus dem Knochenmark werden bei ihrer Passage
durch den Thymus zu reifen T-Zellen ausgebildet. Die fortschreitende Entwicklung
dieser Zellen im Thymus manifestiert sich in der Modulation ihrer Oberflachenmarker
CD 4, CD 8 und dem T-Zell Rezeptor — CD 3 Komplex (Ferone, van Hagen et al.
2000).

Zunichst erfolgt eine positive Selektion: T-Zellen, die eigene prisentierende
Histocompatibilititsantigene ( MHC ) plus Peptide nicht als ,,selbst* erkennen, sterben
durch Apoptose. AnschlieBend erfolgt die negative Selektion: Zellen, deren Rezeptoren
eine zu hohe Affinitit zu korpereigenen Strukturen zeigen, werden eliminiert, um
Autoimmunreaktionen zu vermeiden. Storungen in diesem Prozess fithren zu
Autoimmunitdt und/oder Immundefizienz.

Das Thymusgewebe unterliegt ab der Pubertit einer physiologischen Altersinvolution
und wird bis zum etwa 60. Lebensjahr weitgehend durch Fettgewebe ersetzt (lipomatose

Atrophie).
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1.2 Neoplasien des Thymus

Thymome (thymic epithelial tumors, TETs) sind die hidufigsten Tumoren des vorderen
oberen Mediastinums; sie machen etwa 15 % aller mediastinaler Tumoren bei
Erwachsenen iiber 40 Jahren aus (Lardinois, Rechsteiner et al. 2000) (Miiller Hermelink
et al. WHO 2004). Es handelt sich um meist langsam wachsende Neoplasien der
Thymusepithelzellen, die zahlreiche morphologische Charakteristika des normalen
Thymus aufweisen und hiufig mit Autoimmunphénomenen assoziiert sind (Chen, Marx
et al. 2002). Das gehdufte Auftreten von Lupus erythematodes, Autoimmunthyreoiditis
und vor allem Myasthenia Gravis wird durch die Féhigkeit vieler Thymome zur T-Zell
Reifung erklart .

Thymome werden nach der WHO-Klassifikation (Miiller-Hermelink, Engel et al. 2004)
aufgrund ihrer Morphologie in folgende Typen eingeteilt: Typ A, B1, B2, B3 und AB
sind ,,organoide” Thymome mit Féhigkeit zur T-Zell Reifung und sind oft mit
Myasthenia Gravis assoziiert.

Weiterhin gibt es die heterogene Gruppe der nicht-organoiden Thymuskarzinome. Zu
diesen Tumoren, die keine wunreifen T-Zellen enthalten, gehéren z.B.
Plattenepithelkarzinome, sarkomatoide Karzinome, und neuroendokrine Tumoren des
Thymus. Obwohl auch diese Tumortypen  mit  paraneoplastischen
Autoimmunphédnomenen vergesellschaftet sein konnen, ist die Pathogenese hier sehr
wahrscheinlich anders und eine MG tritt charakteristischerweise nicht auf.

Klinisch verhalten sich Thymome vom Typ A, AB und Bl in der Regel gutartig,
wiahrend die Typen B2, B3 sowie Thymuskarzinome maligne Tumoren darstellen
(Strobel, Bauer et al. 2004). Besonders fortgeschrittene Tumoren der Stadien III und IV
nach Masaoka (Infiltration von Nachbarorganen oder mit Metastasierung) haben eine
ungiinstige Prognose, die vor allem bei metastasierten Tumoren durch derzeit

verfiigbare Therapien nicht wesentlich verbessert werden kann.
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1.3 Somatostatin

Das Neuropeptid Somatostatin (somatotrophin release- inhibiting factor) wird im
Korper sowohl von neuroendokrinen Zellen, als auch von Entziindungs -, Immun- und
neoplastischen Zellen als Reaktion auf unterschiedliche Stimuli gebildet (Brazeau 1986;
Shulkes 1994; Patel, Greenwood et al. 1995; Parkinson, Drake et al. 2002; Ballian,
Brunicardi et al. 2006).

Seit seiner Entdeckung 1973 wird seine zentrale Rolle sowohl als Neurotransmitter und
Inhibitor endo- und exokriner Prozesse, als auch als Vasokonstriktor immer deutlicher
(de Herder and Lamberts 2002). Es existieren zwei bioaktive Formen, Somatostatin 14
und Somatostatin 28, die gewebsspezifisch aus einem gemeinsamen Vorldufer durch
Proteolyse entstehen (Benali, Ferjoux et al. 2000) .

Somatostatin wirkt als Antagonist des Wachstumshormons Somatotropin inhibitorisch
und modulatorisch auf viele sekretorische oder proliferative Prozesse u.a. im Gehirn,
Schilddriise, Darm, endokrinem Pankreas, Niere, Nebenniere und Immunsystem. Da
Somatostatin aufler an die Somatostatinrezeptoren auch an Insulinrezeptoren (IR) bindet
und dort die Aktivierung der IR-assoziierten Tyrosin-Phosphatase SHP-1 induziert,
senkt es unter anderem die Wirkung von Insulin und hat dadurch Auswirkungen auf den
Blutzuckerspiegel (Lee, Jensen et al. 1993; Flyvbjerg 2004; Losa, Mortini et al. 2006),
daneben hemmt es auch die intestinale Motilitit, sowie die Absorption von Néhrstoffen
und Elektrolyten und beeinflusst auch motorische und kognitive Funktionen
(Guillermet-Guibert, Lahlou et al. 2005). Therapeutisch ist Somatostatin derzeit in
Deutschland zugelassen zur Behandlung von schweren akuten gastroduodenalen
Blutungen und zur Komplikationsprophylaxe in der Pankreaschirurgie (Moon, Heo et

al. 2005; Perez-Fidalgo, Oltra Ferrando et al. 2006).

14 Somatostatinrezeptoren

Die Signaltransduktion von Somatostatin erfolgt {iber eine Familie membranstiandiger

G-Protein  gekoppelter Rezeptoren mit sieben Transmembrandominen, die
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Somatostatinrezeptoren  (SSTR) 1-5, denen unterschiedliche @ Wege der
Signaltransduktion nachgeschaltet sind (Tab. 1). Somatostatinrezeptoren sind in vielen
Geweben  verbreitet, darunter auch  Nervensystem,  Gastrointestinaltrakt,
Neuronedokrine und Lymphatische Gewebe (Reubi, Schaer et al. 1997; Papotti,
Bongiovanni et al. 2002; Taniyama, Suzuki et al. 2005). Daneben werden SSTR auch
von einer Reihe maligner Tumoren, wie z.B. Phdochromozytomen, Medulloblastomen
und Malignen Melanomen exprimiert (Lum, Fletcher et al. 2001; Mundschenk, Unger et
al. 2003; Mawrin, Schulz et al. 2005). SSTR 1, 4 und 5 bewirken iiber die Modulation
von MAP Kinasen einen Stillstand des Zellzyklus in der G1 Phase, wiahrend SSTR 2
und 3 iiber p53- abhidngige und unabhidngige Mechanismen die Apoptose vermitteln
(Ferjoux, Bousquet et al. 2000). SSTR 5 hemmt vermutlich die Zellproliferation durch
eine Modulation der intrazelluldren Kalziummobilisation (Lin, Nguyen et al. 1999).
Eine grof3e Rolle in der Tumortherapie spielen SSTR 1 und SSTR 2; sie sind Teil eines
negativen autokrinen Regulationsmechanismus: iiber sie wird die Tyrosinphosphatase
SHP-2 aktiviert, die durch die De-Phosphorylierung des epidermal growth factor
Rezeptors (EGF-R) zu einem Abschalten der MAP-Kinasen Erkl und 2 einen
antimitotischen Effekt erzielt (Held-Feindt, Krisch et al. 2000).

Jeder der Subtypen bewirkt eine Hemmung der Adenylatcyclase, eine Stimulation der
Phospholipase C und eine erhohte Calciummobilisation (Benali, Ferjoux et al. 2000).
Die den Subtypen entsprechenden Genorte sind auf fiinf verschiedenen Chromosomen
lokalisiert, vier dieser Gene haben kein Intron. SSTR 2 existiert in zwei Splicevarianten,
SSTR 2A und SSTR 2B, die sich in der GroBe ihrer C- terminalen intrazelluldren
Domine voneinander unterscheiden (Ferjoux, Bousquet et al. 2000; Guyotat, Champier
et al. 2001).

Alle fiinf Somatostatinrezeptoren binden die natiirlich vorkommenden Peptide
Somatostatin 14 und Somatostatin 28 mit dhnlicher Affinitidt im nanomolaren Bereich;
nur sstr 5 zeigt eine zehnfach hohere Affinitdt fiir Somatostatin 28. Es bestehen jedoch
wesentliche  Unterschiede in  der  Bindungsaffinitit zu  synthetischen

Somatostatinanaloga.
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Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die FEigenschaften und die Verteilung der

unterschiedlichen Rezeptoren.

Tab. 1: Charakteristika der verschiedenen bekannten Somatostatinrezeptoren (aus:

(Reisine and Bell 1995; Benali, Ferjoux et al. 2000; Ferjoux, Bousquet et al. 2000)).

Genort

Aminoséduresequenz

Grofle
(kb)

Vorkommen im

der mRNA

Korper

Bindungsaffinitit
(IC50), nM
SS 14

Octreotid

SSTR 1
14q13
361

4.8
Gehirn,
Lunge,

Darm,
Niere,
Pankreas

0.4

>1,000

SSTR2 SSTR3
17924  22q13.1
A: 369 418
B: 346
A: 2.5 4.8
B: 8.5
Gehirn,  Gehirn,
Niere  Pankreas

0.1 0.3
0.3 32

SSTR 4
20p11.2
388

4.6

Gehirn,
Lunge

0.8

>1,000

SSTR 5
16p13.3
364

4.0
Herz, Gehirn,
Nebenniere,

Plazenta,

Skelettmuskel

0.6

7.9

SSTR: Somatostatinrezeptor, mRNA: messenger RNA, kb: Kilobasen, nM: Nanomol,

SS 14: natives Somatostatin, ICsy : Konzentration des Liganden, bei der 50 % des

jeweiligen Rezeptors besetzt sind
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1.5 Octreotid

Aufgrund der kurzen Halbwertszeit natiirlich vorkommender Somatostatinpeptide
(weniger als drei Minuten) ist deren klinische Einsatzfahigkeit stark eingeschrinkt. So
wurde 1978 erstmals von Noe et al. ein synthetisches Somatostatinanalogon entwickelt
(Noe, Fletcher et al. 1978). Strukturell wurde das Octapeptid Octreotid aus Somatostatin
14 synthetisiert; es besitzt eine Halbwertszeit von zwei Stunden, es kann intermittierend
intravends und sogar oral appliziert werden. Octreotid hemmt die Freisetzung von
Somatotropin 45mal, die Freisetzung von Glucagon 11mal und die Freisetzung von
Insulin 1.3mal stirker als Somatostatin 14, ohne eine reaktive Hypersekretion der
Hormone zu bewirken.

Der Effekt von Octreotid auf die Zelle kann unter anderem dadurch untersucht werden,
dass man vor und nach der Therapie die intrazellulire Expression des
Proliferationsmarkers Ki 67 und des repair-Enzyms Ku 80 bestimmt. Ku 80 ist
Bestandteil einer DNA-abhédngigen Proteinkinase. Es ist ein Repairenzym und hat die
Féhigkeit, an Doppelstrang DNA zu binden (Blunt, Taccioli et al. 1995).

Radioaktiv markiertes Octreotid findet als '

In-Octreotid Anwendung in der
szintigrafischen Diagnostik neuroendokriner Tumoren des Gastrointestinaltraktes, die
Somatostatinrezeptoren exprimieren. Eine besondere Rolle fiir die Anreicherung des
Tracers scheint hierbei der Somatostatin Rezeptor Subtyp 2 einzunehmen (Hofland,
Lamberts et al. 2003). In einigen Arbeiten wurde ein Zusammenhang zwischen

positiven Ergebnissen der '

In-Octreotid Szintigraphie und dem Erfolg der
anschlieBenden Octreotid Therapie nachgewiesen, hierdurch waren vor der Therapie
Vorhersagen zum Ansprechen auf die Therapie moglich .

Therapeutisch gelten Somatostatin-Analoga heute als die effektivsten Medikamente zur
Behandlung der Akromegalie (Newman, Melmed et al. 1998).

Weiterhin wird Octreotid bei der Behandlung von Phdochromozytomen und
Karzinoiden eingesetzt; es hélt die Progression dieser neuroendokrinen Tumoren durch

die Hemmung von Wachstumsfaktoren wie IGF-I auf und hemmt die Angiogenese (Jia,
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Xu et al. 2003; Woltering 2003). In vitro konnte gezeigt werden, dass Octreotid auch
die Proliferation von T-Lymphozyten hemmt (Mundschenk, Unger et al. 2003).

Auch in der Therapie von Thymomen und Thymuskarzinomen hat sich der Einsatz von
Octreotid, auch in Kombination mit Prednisolon, bereits bewéhrt:

1997 berichteten Palmieri et al. von einem Patienten mit einem primér inoperablen
Thymom und sog. pure red cell aplasia, bei dem durch die Kombinationsbehandlung mit
Octreotid und Prednisolon eine vollstindige Remission erreicht werden konnte
(Palmieri, Lastoria et al. 1997).

Da allerdings in diesem Fall Octreotid in Kombination mit Steroiden verabreicht
worden war, blieb die Rolle von Octreotid weitgehend unklar. In jlingeren Studien mit
Octreotid als Monotherapie war bei einem Teil der Patienten mit einem Thymom eine
Remission zu erzielen, wiahrend bei Patienten mit einem Thymuskarzinom (bei
allerdings kleinem Kollektiv in dieser Studie) kein objektives Ansprechen zu erkennen

war (Loehrer, Wang et al. 2004).

1.6 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit folgenden Fragestellungen:

Finden sich auf Thymomen und Thymuskarzinomen Somatostatinrezeptoren?

Welche Rezeptoren werden exprimiert?

Gibt es Differenzen zwischen den Thymomtypen in bezug auf Expressionsniveau und
Subtypen der exprimierten Rezeptoren?

Wie unterscheidet sich die Rezeptorexpression im Hinblick auf cytoplasmatische und
membranstindige Verteilung der Rezeporen?

Welchen EinfluB hat die pridoperative Behandlung der Patienten mit Octreotid im
Hinblick auf das pra- und posttherapeutisch ermittelte Tumorvolumen?

Léasst sich klinisch, histologisch und immunhistochemisch ein Octreotideffekt

nachweisen?
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten und Tumoren

Insgesamt wurden 196 Patienten untersucht: die Tumoren der Patienten wurden in vier

Gruppen, entsprechend der histologischen Klassifikation des Tumors eingeteilt.

Tabelle 2 zeigt die Zusammensetzung der Patientengruppen nach Geschlecht, Alter,

Diagnose und Vorhandensein von Myasthenia Gravis auf dem Multi Tissue Array.

Tab. 2: Histologischer Tumortyp und epidemiologische Daten der untersuchten

Thymompatienten
Fall Geschlecht  Alter Diagnose MG
1-21 104,119 35-88 Typ A Thymom 6 ja, 13 nein, 2 NA

22 -170 173,329 18-89 Typ AB Thymom 13 ja, 24 nein, 12 NA

71-178  514.57Q 29-g7 P B Thymome o . ein 24NA

(75 Typ B2, 33 Typ B3)

179 - 202 143,109 23-81 PECa 24 nein

Cl-C10 23,89  0,1-76 Restthymus 6 ja, 4 nein

NA: unbekannt; MG: Myasthenia gravis, PE Ca: Plattenepithelkarzinom des Thymus



Material und Methoden 9

2.2 Histologische Einteilung von Thymomen und Thymuskarzinomen nach der
Klassifikation der Welt-Gesundheitsorganisation (WHO)

Typ A Thymome (,,medulldre” Thymome), setzen sich in erster Linie aus Epithelzellen
zusammen. Die Tumorzellen sind meist oval oder spindelférmig und zeigen keine
Kernatypien. Es finden sich rosettenformige Epithelformationen und subkapsulér

lokalisierte pseudoglanduldre Areale. Lymphozyten sind sparlich (Abb. 1).

Bei den Typ AB Thymomen (,,gemischte Thymome) kommen neben Arealen mit Typ
A Morphologie auch lymphozytenreiche Gebiete vor; nicht immer lassen sich beide
Zonen scharf voneinander abgrenzen. Hasallsche Korperchen finden sich in beiden

Gruppen nicht (Abb. 1).

Typ Bl Thymome (,pridominant kortikale® Thymome) setzen sich aus zwei
Komponenten zusammen: es finden sich dem normalen Thymus sehr dhnliche Areale
mit kortikalen und medulldren Abschnitten; auch Hasallsche Korperchen sind zu sehen.

Die Epithelzellen zeigen nur geringe zytologische Atypien (Abb. 1).

Typ B2 Thymome (,kortikale* Thymome) zeichnen sich durch das Vorkommen
vergroferter, polygonaler neoplastischer Epithelzellen mit vergroBerten Zellkernen und
prominenten Nukleolen aus. Wie in Typ Bl Thymomen sind Lymphozyten die

tiberwiegende Zellart, vereinzelt konnen Hasallsche Korperchen vorkommen (Abb. 1).

Typ B3 Thymome bestehen zum gréBten Teil aus Epithelzellen, daneben finden sich
unreife Thymozyten. Die Tumorzellen zeigen méBiggradige Atypien. Typischerweise

finden sich perivaskuldre Rdume mit sog. palisadenartiger Anordnung der umliegenden

Tumorzellen (Abb. 1).

Die verschiedenen Thymuskarzinome werden unterteilt in Plattenepithel Karzinome,

lymphoepitheliom-dhnliche Karzinome, Basalzell-Karzinome und andere Typen. Diese
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Tumoren sind morphologisch nicht von gleichartigen Karzinomen anderer Organe zu
unterscheiden. Es finden sich miBige bis hochgradige Atypien. Regressive

Veranderungen wie Einblutungen und Nekrosen sind haufig (ohne Abbildung).

Abb. 1: Histologische Unterteilung von organoiden Thymomen nach WHO.
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2.3 Octreotid-behandelte Tumoren

Zusiatzlich zu den Multi Tissue Arrays wurden neun Einzelfdlle, die nicht auf dem
Histoarray reprisentiert waren, mittels immunhistochemischer Methoden untersucht.
Von diesen Fillen lag Tumorgewebe jeweils vor Beginn und nach Durchfiihrung einer
Octreotid-Therapie vor. Tabelle 3 charakterisiert diese einzelnen Fille in Hinblick auf

Alter, Geschlecht und Diagnose.

Tab. 3: Geschlecht, Alter und Thymomdiagnose der Octreotid-behandelten Patienten

Fall Geschlecht Alter Tumortyp
1 w 63 A
2 m 54 A
3 m 42 AB
4 m 51 B2
5 m 40 B2
6 w 30 B2+B3
7 w 78 B3 +PE Ca
8 w 65 PE Ca

w: weiblich, m: ménnlich, PE Ca: Plattenepithelkarzinom des Thymus

Die Gewebeproben dieser Patienten befanden sich nicht auf dem Multi Tissue Array,

die einzelnen Schnitte wurden aber nach dem gleichen Protokoll gefarbt und bewertet.
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2.4 Somatostatinrezeptor-Szintigraphie (SSTR-Sc)

Die Somatostatinrezeptor-Szintigraphie  (SSTR-Sc) wurde nach publizierten
Standardprotokollen durchgefiihrt (Marienhagen, Schalke et al. 1999).

"Mn-[DTPA-D-Phe']-Octreotid wurde intravends in

Der Somatostatin- Rezeptorligand
einer Dosis von 175 MBq verabreicht. Vier und 24 Stunden nach der Injektion wurde
ein anteriorer sowie posteriorer Ganzkorperscan des Thorax und des Abdomens
durchgefiihrt. Entsprechend dem Standardvorgehen kam hierfiir eine zweikdpfige
Gammakamera (Bodyscan, Siemens, Erlangen, Deutschland) zum Einsatz, die mit

einem mittleren Energiekollimator ausgertiistet war. Die Bildbearbeitung erfolgte mit der

vom Hersteller mitgelieferten Standardsoftware.

2.5 Single photon emission computed tomography (SPECT)

Die SPECT wurde drei und 23 Stunden nach der Applikation des markierten Octreotid
durchgefiihrt. Es wurde eine dreikopfige rotierende Gammakamera (MultiSpect 3,
Siemens) verwendet, die mit einem mittleren Energickollimator ausgestattet war. Die
Aquisition Parameter waren folgerdermallen: step and shoot acquisition, circular orbit,
360° Rotation, 20 views/head, acquisition time 120 sec/step. Transaxiale, sagittale und
coronare Schnitte wurden durch gefilterte Riickprojektion mittels Butterworth Filter
(cut-off 0.35 Nyquist, order 2) rekonstruiert (Siemens ICON software).

Unter der Verwendung von ergidnzender anatomischer Bildgebung (MR oder CT),
wurde die Aufnahme von "In-[DTPA-D-Phe']-Octreotid mit Hilfe einer
semiquantitativen Berwetungsskala gewichtet: 0: keine sichtbare Aufnahme; 1: leichte
Aufnahme knapp iiber Basisaktivitdt; 2: maBige Aufnahme, deutlich mehr als
Basisaktivitit, aber unterhalb der Leberaktivitit; 3: starke Aufnahme, vergleichbar oder

oberhalb der Aktivitit der Leber.
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2.6 Octreotidbehandlung und Messung des Tumoransprechens

Alle Patienten erhielten einen initialen Octreotidscan und eine Computertomographie
des Thorax. Wenn das Thymom nach oben genannten Kriterien eine starke
Anreicherung zeigte, erhielten die Patienten eine dreimonatige Octreotidtherapie: 30 mg
Sandostatin™ 100 ng alle 14 Tage als i.m. Injektion zusammen mit Prednisolon, 0.6
mg/kg/Tag p.o.. Nach den drei Monaten erfolgte eine erneute Computertomographie des
Thorax.

Die prd- und post-therapeutischen Tumorvolumina wurden mit Hilfe der AutoCAD
2005 Software (Autodesk, Miinchen) analysiert.

Alle einzelnen CT Bilder wurden mit hoher Auflosung (1200 x 1200 dpi, 24 bit)
gescannt und mafistabsgetreu in Orginalgrof3e iibertragen. Die Tumorareale wurden von
Hand markiert, der Durchmesser der markierten Gebiete wurde von der Software
berechnet. Diese Ergebnisse wurden mit der Dicke der CT Schichten multipliziert. Die

Summe der einzelnen Schichten ergab das ungefdhre Tumorvolumen.

2.7 Herstellung des Multi Tissue Array

Die tissue microarrays wurden von Frau Dr. med. Martina Hartmann erstellt; im
Folgenden soll der Vollstindigkeit halber der Herstellungsprozess kurz erldutert
werden.

Nach der chirurgischen Tumorresektion wurden die Gewebeproben fiir mindestens 24
Stunden in gepuffertem Formalin fixiert. Im Anschluf an die Dehydratation in Alkohol
und Xylol wurden die Proben in Paraffinwachs gegossen.

Aus jedem Gewebespenderblock wurden schlielich mit Hilfe eines kommerziellen
Prézisions-Stanzgerites (Fa. Beecher Instruments, Silver Spring, MD, USA) mit einer
Hohlnadel mit einem Durchmesser von 0.6 mm fiinf Stanzzylinder entnommen und in

einem neuen Paraffinblock eingebracht.
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Um die Orientierung auf dem Empfangerblock eindeutig zu gestalten, wurde am linken
oberen Eck eine zusétzliche Stanze eingebracht. So wird eine eindeutige Identifizierung
der Stanzen gewihrleistet.

Abbildung 2 zeigt den makroskopischen Aspekt eines solchen Tissue Arrays.

Abb. 2: Multi Tissue Array (H.E. geférbt, urspriingliche VergroBerung x 200). Der
einzelne Spot links oben erlaubt die Orientierung des Schnittes. Jede der Reihen aus 5
Spots reprisentiert einen Fall; die Félle wurden zur besseren Auswertbarkeit in 4

grofleren Spalten angeordnet.
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Vom Arrayblock wurden mit Hilfe eines Mikrotoms 1 pum dicke Gewebsschnitte
angefertigt. Auf silanisierte Objekttriger gezogen trockneten diese Prdparate etwa eine
Woche bei 56 °C im Brutschrank, um ein Abschwimmen der Stanzen bei der

anschlieenden Farbung zu vermeiden.
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2.8 Antikorper

Die hier verwendeten Antikorper gegen die Somatostatinrezeptoren SSTR 2A, SSTR 3
und SSTR 5 wurden von Herrn Prof. Stefan Schulz am Institut fiir Pharmakologie und
Toxikologie der Otto-von-Guericke Universitit Magdeburg entwickelt und uns
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Es handelt sich um polyklonale Kaninchen IgG-Antikorper, die gegen die carboxy-
terminalen Enden der humanen Somatostatin Rezeptoren gerichtet sind.

Tabelle 4 stellt die Aminosduresequenz und die Peptidstruktur der antigenen Struktur

der untersuchten Somatostatinrezeptoren dar.

Tab. 4:  Aminosduresequenz  und  Peptidstruktur ~ der  untersuchten

Somatostatinrezeptoren

SSTR 2A SSTR 3 SSTR S5
Aminoséduresequenz 355-369 377-391 350-364
Peptid CRNGTCTSRITTL ~ ETQRTLLNGDLQTSI ~ QEATRPRTAAANGLMQTSKL

(Schulz, Schmitt et al. 1998; Mundschenk, Unger et al. 2003)

AuBlerdem wurden kommerziell erhiltliche monoklonale Antikérper gegen Ki 67 und
Ku 80 verwendet. In der immunhistochemischen Farbung wurden diese Antikorper in

verschiedenen Konzentrationen angewendet:

Tabelle 5 zeigt die angewendeten Antikorperverdiinnungen der SSTR-Antikérper im
Uberblick.



Material und Methoden 16
Tab. 5: Antikorper

Antikorper Verdiinnung
anti-SSTR 2A 1: 1000
anti-SSTR 3 1: 250
anti-SSTR 5 1: 500

Die Antikorper wurden in bei 2 — 8°C gekiihltem Tris EDTA Puffer verdiinnt (50 mM
Tris, 2 mM EDTA, pH 9.3).

2.9 Immunhistochemie

Die Schnitte wurden zunichst entparaffiniert: sie wurden 20 Minuten in Xylol getaucht
und anschlieBend kurz in 100, 80 und 60prozentigem Alkohol rehydriert. AnschlieBend
wurden sie sieben Minuten im Dampfkochtopf in Citronensdure pH 5.5 gekocht.
Danach wurde griindlich zunichst mit Leitungswasser, dann mit PBS (phosphate buffer
solution) gespiilt.

Es folgte die eigentliche Farbung mit einem Férbesystem fiir immunhistochemische
Farbungen der Firma Zymed Laboratories INC, 561 Eccles Avenue, South San

Francisco CA 94080, www.zymed.com.

Im ersten Schritt wurde jeder vorbehandelte Schnitt fiir 15 Minuten mit 100 pl Blocking
Solution (A Blocking Solution) inkubiert. Diese Losung wurde nicht abgespiilt.
AnschlieBend wurde der Antikorper in der jeweiligen Verdiinnung auf den Schnitt

aufgetragen; die Inkubationszeit betrug 60 Minuten bei Raumtemperatur. Nach einer
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Stunde erfolgte eine griindliche Spiilung mit PBS, bevor pro Schnitt 100 ul des
sekunddren Antikorpers (B Broad Spectrum Second Antibody) aufgetragen wurden;
dieser verblieb zwanzig Minuten auf dem Gewebe. Nach erneutem griindlichen Spiilen
mit PBS wurden anschlieBend pro Schnitt 100 ul des Enzyms Streptavidin Peroxidase
(C HRP Streptavidin) fiir zwanzig Minuten auf das Gewebe aufgebracht.

Zum Nachweis der gebundenen Antikdrper wurden schlielich pro Schnitt 500 pl DAB
aufgetragen. Nach zehn Minuten Inkubationszeit erfolgte fiir drei Minuten die
Gegenfarbung mit Himalaun. Die Schnitte wurden fiinf Minuten lang in flieBendem
Leitungswasser gesplilt und kurz durch 100%igem Alkohol gezogen. Nach 15 Minuten
Trockenzeit im Brutschrank konnten die Schnitte abgedeckt werden.

Bei der Anfiarbung der Negativkontrollen wurde der Inkubationsschritt mit dem ersten
Antikorper gedndert: die Schnitte wurden an Stelle des Antikdrpers mit 100 pl PBS

benetzt.

Nach dem gleichen Prinzip fand im Immunhistochemie-Labor der Pathologie die
Féarbung der Einzelschnitte mit Antikorpern gegen Ku 80 und Ki 67 statt; diese

Farbungen wurden von Mitarbeiterinnen des Instituts angefertigt.
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2.10 Chemikalien und Reagenzien

In Tabelle 6 werden die verschiedenen verwendeten Chemikalien und Reagenzien in

ihrer Zusammensetzung aufgelistet.

Tab. 6: Chemikalien und Reagenzien

Puffer PBS pH 7.4 72.0 gr NaCl
14.8 gr Na, HPO4
4.3 gr KH2 PO4

Tris EDTA Puffer pH 9.3 50 mM Tris
2mM EDTA
Citronensaure pH 5.5 42 gr CS

17.6 gr NaOH Plétzchen

Farbekit: A Blocking Solution
B Broad Spectrum Second Antibody
C HRP Streptavidin

Zymed Laboratories INC
561 Eccles Avenue
South San Fracisco

www.zymed.com

Die Reagenzien PBS und Tris Puffer, sowie die zum Kochen der Schnitte verwendete
Citronensédure wurden vor Ort im Labor hergestellt.
Das Firbesystem wurde von der Firma Zymed geliefert und wird im

immunhistochemischen Labor der Pathologie zu Standardfiarbungen verwendet.
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2.11 Lichtmikroskopische Beurteilung

Die gefarbten Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop beurteilt. Die Proben wurden
unter zwei verschiedenen Gesichtspunkten ausgewertet:

Zundchst wurde die Reaktion der cytoplasmatisch vorhandenen Rezeptoren beurteilt.
Um die Auswertung mdglichst reproduzierbar zu gestalten, wurde die Intensitdt der
Féarbung in negativ, schwach positiv und stark positiv eingeteilt; negativ entspricht ,,-",
schwach positiv ,,+* und stark positiv ,,++.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Férbungen mit dem jeweiligen Antikorper
gegen die verschiedenen Somatostatinrezeptor - Subtypen wurden wie in Tabelle 7

dargestellt ausgewertet:

Tab. 7: Lichtmikroskopische Auswertung

negativ - keine oder schwache Farbung von weniger
als 10 % der Tumorzellen

mafige Farbung + deutliche Farbung von mehr als 10 % und
weniger als 50 % der Tumorzellen

starke Farbung 1= deutliche Farbung von mehr als 50 % der

Tumorzellen

Im zweiten Durchgang wurden die Schnitte als positiv bewertet, die {iber
membranstindige Rezeptoren verfiigen. Auch diese Auswertung erfolgte nach einem
festen Schema; die Intensitit der Farbung wurde in Grad O bis 3 eingeteilt. Diese
Einteilung orientierte sich an der immunhistochemischen Bewertung der Her2
Expression in Mammakarzinomen. Um als positiv gewertet zu werden, mussten
mindestens 10% der Tumorzellen eine Membranfarbung aufweisen.

Die scores 0 und 1, sowie die scores 2 und 3 wurden zur Vereinfachung der Auswertung

jeweils zu einer Gruppe zusammengefasst.
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Die Auswertung wurde an einem Lichtmikroskop (Fa. Zeiss) vorgenommen.

Auf dem Multi Tissue Array wurden die einzelnen, gut beurteilbaren Stanzen bewertet
und die Einzelergebnisse eines Falles zu einem Gesamtwert zusammengefasst.
Abbildung 3 zeigt beispielhaft die lichtmikroskopische Auswertung der

Membranexpression des Somatostatinrezeptors 2A.

Abb. 3: Beispiele fiir die lichtmikroskopische Auswertung der Membranexpression
des SSTR2A (Immunperoxidase, originale VergrofSerung x250)
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3 Ergebnisse
3.1 Klinische Resultate

3.1.1 Szinti/SPECT

Alle Patienten mit histologisch gesicherten Thymomen zeigten eine kriftige Darstellung
des Tumors in der Octreotid-Szintigraphie (personliche Mitteilung Prof. Schalke und
Dr. Marienhagen, Neurologische Klinik der Universitit Regensburg).

Abbildung 4 zeigt beispielhaft die szintigaphische Darstellung von Fall 5.

Abb. 4: Beispiel fiir eine Anreicherung links mediastinal in der "In-[DTPA-D-
Phe']-Octreotid- Szintigraphie (Fall 5; Aufnahme vier und 24 Stunden nach Injektion)

3.1.2 Tumorregression
Das Ausmal} der Tumorregression korrelierte mit der Dignitdt des Tumors: benigne und
niedrig maligne Tumoren zeigten ein gutes Ansprechen auf die Therapie mit Octreotid

und Prednisolon und damit eine deutliche Regression, wihrend die untersuchten
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Thymuskarzinome zum Teil unter Octreotid sogar eine Progression zeigten. Die

folgende Tabelle 8 fasst die Ergebnisse zusammen.

Tab. 8: Epidemiologische und klinisch-pathologische Daten der mit Octreotid
behandelten Patienten und objektives Ansprechen des Tumors auf Octreotidtherapie.
Hierfiir wurde das Tumorvolumen durch morphometrische Analyse von CT-Bildern, die
den Tumor abbildeteten, kalkuliert (quantitative Daten zur Verfiigung gestellt von Frau

Cand.med. Nina Gutmann).

Tumorstadium  Tumorvolumen
Fall Geschlecht Alter Diagnose  Octreotid- (ml) Ansprechen

Szinti vT nT vT nT des Tumors

1 w 63 A + 1 1 175 50 ++
2 m 54 A ++ nv. 1 648 353 ++
3 m 42 AB ++ 3 2 181 99 ++
4 m 51 B2 n.v. nv. 2 246 145 ++
5 m 40 B2 + nv. 2 64 31 ++
6 w 30 B2/B3 + 4b 4b nv. nv. -/t
7 w 78 B3/PE  ++ 4b 4b nv. nv. -
Ca
8 w 65 PECa n.v. 3 3 241 403 -

vT: klinisches Masaoka Tumor Stadium vor Octreotid Therapie; NnT: klinisch-

pathologisches Tumor Stadium nach Octreotid Therapie; n.v. nicht verfiigbar; PE Ca:
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Plattenepithel Karzinom des Thymus, - keine klinische Volumenreduktion durch
Octreotidtherapie; -/+  keine sichere  klinische = Volumenreduktion  durch
Octreotidtherapie, ++ deutliche klinische Volumenreduktion durch Octreotidtherapie

messbar

Abbildung 5 zeigt einen reprisentativen CT-Befund unter Octreotid-Therapie bei einem

Thymom-Patienten.

Abb. 5: Identische Ebenen eines Thorax CT eines Patienten mit AB Thymom (Patient
2) vor und nach Octreotidtherapie. Die Tumormasse im vorderen Mediastinum und ihre
deutliche Riickbildung unter Therapie ist gut zu erkennen. Anhand solcher
Darstellungen wurden fiir alle Patienten die Tumorvolumina vor und nach dem Einsatz
von Octreotid bestimmt. Die volumetrische Analyse ergab bei diesem Patienten eine

Reduktion des Tumorvolumens um 55 %.

Patient 2

vor Octreotid nach Octreotid
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3.2 Immunhistochemische Resultate

3.2.1 Expression der Somatostatin-Rezeptoren im Normalthymus

Normalthymi wurden zusammen mit den Thymomen und Thymuskarzinomen auf den
multi tissue arrays als Restthymi gefirbt (vgl. Tab. 2). Ausser den Epithelien zeigten
auch unreife Lymphozyten zumindest partiell eine teiweise Farbung.

Herausragendes Ergebnis der immunhistochemischen Féarbung war die deutliche
Diskrepanz zwischen zytoplasmatischer Farbung und der Anfiarbung der Zellmembran:
die Anfarbung des Zytoplasmas war in nahezu allen Fallen sehr viel kriftiger als die der

Membran.

Abbildung 6 zeigt am Beispiel eines Normalthymus die Ergebnisse der
immunhistochemischen Farbung mit den Antikorpern gegen SSTR 2A, 3 und 5.
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Abb. 6: Immunhistochemische Darstellung der verschiedenen SSTR Isoformen in

einem Normalthymus (Immunperoxidase)

SSTR2A



Ergebnisse 26

322 SSTR 2A: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung mit dem Antikorper
gegen den Somatostatinrezeptor Subtyp 2A

In allen Thymom-Typen wurde der Somatostatinrezeptor Subtyp 2A zytoplasmatisch
miBig oder stark exprimiert; bei den untersuchten Thymom Typen A und AB war der
zytoplasmatische Rezeptor jeweils etwa zur Hélfte méBig beziehungsweise stark
anfarbbar. Bei Typ B Thymomen und Thymuskarzinomen fand sich in ungefahr einem
Drittel der Fille eine starke, in etwa zwei Drittel eine méaBige zytoplasmatische Farbung.
Nur einzelne Proben waren negativ.

Die membranstindigen Somatostatinrezeptoren des Typs 2A lieBen sich etwa zu 15%
immunhistochemisch in Typ A Thymomen und in den Thymuskarzinomen nachweisen.
Sie fanden sich nur vereinzelt in Typ B Thymomen, in Thymomen vom Typ AB waren
sie gar nicht zu finden.

Die Tabellen 9 und 10 zeigen die Verteilung des Rezeptors im Zytoplasma,

beziehungsweise auf der Zellmembran.

Tab. 9: Immunhistochemische Expression von SSTR 2A im Zytoplasma von

Thymomen und Thymuskarzinomen

negativ (n=7) maRig (n=116) stark (n= 66)
Thymom Typ A 0 12 8
Thymom Typ AB 1 17 23
Thymom Typ B 5 71 27

Thymuskarzinom 1 16 8
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Tab. 10: Immunhistochemische Expression von SSTR 2A auf der Membran von

Thymomen und Thymuskarzinomen

Score 0/1 (n= 140) Score 2/ 3 (n=6)
Thymom Typ A 15 2
Thymom Typ AB 28 0
Thymom Typ B 75 1
Thymuskarzinom 22 3

Graphik 1 verdeutlicht die unterschiedliche Expression des Somatostatinrezeptors 2A

auf den verschiedenen Thymomen im Zytoplasma.

Graphik 1: Immunhistochemische Expression von SSTR 2A im Zytoplasma von
Thymomen und Thymuskarzinomen (y-Achse zeigt die prozentuale Verteilung der

Farbeintensitéten liber die untersuchten Falle)

100%
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50% O2A m
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B TSCC

N negativ; m méBig; s stark
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Graphik 2 verdeutlicht die unterschiedliche Expression des Somatostatinrezeptors 2A

auf der Zellmembran der verschiedenen Thymome.

Graphik 2: Immunhistochemische Expression von SSTR 2A auf der Membran von
Thymomen und Thymuskarzinomen (y-Achse zeigt die prozentuale Verteilung der

Férbeintensitédten liber die untersuchten Fille)
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323 SSTR 3: Ergebnisse der immunhistochemischen Firbung mit dem Antikorper
gegen den Somatostatinrezeptor Subtyp 3

Die zytoplasmatische Form des Somatostatinrezeptor Subtyp 3 wurde in allen Thymom
Typen und in den Thymuskarzinomen iiberwiegend méBig stark exprimiert. Bei den
Thymuskarzinomen fand sich etwa in 25% der Félle eine starke Expression des
Rezeptors. Der Anteil der negativen Fille lag etwa zwischen 5 und 20% bei den
unterschiedlichen Tumoren.

Die membranstindige Form des Rezeptorsubtyps 3 wurde in Typ A und Typ B
Thymomen nicht exprimiert. Ein kleiner Teil von etwa 10% der Typ AB Thymome und

15% der Thymuskarzinome war positiv.
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Die Tabellen 11 und 12 zeigen die Verteilung des Rezeptors im Zytoplasma,

beziehungsweise auf der Zellmembran

Tab.11: Immunhistochemische Expression von SSTR 3 im Zytoplasma von

Thymomen und Thymuskarzinomen

negativ (n= 16) maRig (n=115) stark (n=12)
Thymom Typ A 4 16 0
Thymom Typ AB 4 36 1
Thymom Typ B 7 45 4
Thymuskarzinom 1 18 7

Tab. 12: Immunhistochemische Expression von SSTR 3 auf der Membran von

Thymomen und Thymuskarzinomen

Score 0/1 (n=163) Score 2/3 (n=12)
Thymom Typ A 18 0
Thymom Typ AB 39 0
Thymom Typ B 85 8
Thymuskarzinom 21 4

Graphik 3 verdeutlicht die unterschiedliche Expression des Somatostatinrezeptors 3 auf

den verschiedenen Thymomen im Zytoplasma.
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Graphik 3: Immunhistochemische Expression von SSTR 3 im Zytoplasma von
Thymomen und Thymuskarzinomen (y-Achse zeigt die prozentuale Verteilung der

Farbeintensitéten liber die untersuchten Falle)
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Graphik 4 verdeutlicht die unterschiedliche Expression des Somatostatinrezeptors 3 auf

der Zellmembran der verschiedenen Thymome.
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Graphik 4: Immunhistochemische Expression von SSTR 3 auf der Membran von
Thymomen und Thymuskarzinomen (y-Achse zeigt die prozentuale Verteilung der

Farbeintensitéten liber die untersuchten Falle)
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324 SSTR 5: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung mit dem Antikérper
gegen den Somatostatinrezeptor Subtyp 5

Die zytoplasmatische Form des Somatostatinrezeptor Subtyps 5 wurde in Thymom Typ
A und in Thymuskarzinomen fast in allen Féllen stark exprimiert. Bei Thymom Typ AB
waren jeweils 50% stark bzw. maBig positiv, bei Typ B Thymomen iiberwog eine
miBige Expression, negativ waren nur einzelne Félle.

Ganz im Gegensatz dazu lie sich die membranstindige Form des Rezeptors Subtyp 5

an den untersuchten Proben nicht nachweisen.

Die Tabellen 13 und 14 zeigen die Verteilung des Rezeptors im Zytoplasma,

beziehungsweise auf der Zellmembran.
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Tab. 13: Immunhistochemische Expression von SSTR 5 im Zytoplasma von

Thymomen und Thymuskarzinomen

negativ (n=4) malig (n=90) stark (n= 100)
Thymom Typ A 0 0 20
Thymom Typ AB 2 40 4
Thymom Typ B 2 48 54
Thymuskarzinom 0 2 22

Tab. 14: Immunhistochemische Expression von SSTR 5 auf der Membran von

Thymomen und Thymuskarzinomen

Score 0/1 (n=194) Score 2/3 (n=0)
Thymom Typ A 20 0
Thymom Typ AB 45 0
Thymom Typ B 105 0
Thymuskarzinom 24 0

Graphik 5 veranschaulicht die unterschiedliche Expression des Somatostatinrezeptors 5

auf den verschiedenen Thymomen im Zytoplasma.
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Graphik 5: Immunhistochemische Expression von SSTR 5 im Zytoplasma von
Thymomen und Thymuskarzinomen (y-Achse zeigt die prozentuale Verteilung der

Farbeintensitéten liber die untersuchten Falle)
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Graphik 6 verdeutlicht die unterschiedliche Expression des Somatostatinrezeptors 5 auf

der Zellmembran der verschiedenen Tumoren.
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Graphik 6: Immunhistochemische Expression von SSTR 5 auf der Membran von
Thymomen und Thymuskarzinomen (y-Achse zeigt die prozentuale Verteilung der

Farbeintensitéten liber die untersuchten Falle)
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Insgesamt wurde die zytoplasmatische Form aller Isoformen des Somatostatinrezeptors
in allen Thymom-Typen und in Thymuskarzinomen zumindest méBig exprimiert. Im
deutlichen Gegensatz dazu stand die spérliche Expression der membranstiandigen Form.
Der Gro8teil der untersuchten Proben war negativ. Lediglich Rezeptor Subtyp 2A und

Subtyp 3 lieBen sich in wenigen Fillen nachweisen.
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3.2.5 Octreotid-behandelte Tumoren

Bei acht mit Octreotid behandelten Patienten (vgl. Tab. 3) waren neben den
Operationsprédparaten auch Biopsien der unbehandelten Tumoren verfligbar. Diese Fille
wurden morphologisch und immunhistochemisch untersucht, um Aufschliisse iiber

mogliche Octreotideffekte zu erhalten.

3.2.5.1 Histologische Ergebnisse

Morphologisch wurden die Tumoren auf Zeichen der Progression (z.B. Anderung des
histologischen Tumortyps), auf ihren Lymphozytengehalt und mdgliche regressive
Verdanderungen wie Verkalkungen, Nekrosen, Fibrosierung oder Zystenbidlung

untersucht.

Tabelle 15 zeigt die histologischen Ergebnisse im Uberblick.
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Tab. 15: Histologische Befunde bei Thymomen und Thymuskarzinomen vor und nach

einer Octreotidtherapie.

Fall Histotyp Lyrmphozyten Regr. \erdnckrungen Banertung des Therapieeffektes
pé A + - Mbglicherweise regressiveVerdnderungen durch Octrectid,
1 jedoch: schon vor Therapie ungewdhnlich hoher
post A + + Fasergehalt als Hinweis auf regressive Verfinderungen
prd AB + = .
B Ubergang von ABzu A nach Therapie;
2 Keine rosettenformigen Strukturen wie im Varbiopsat
past A + T nachweisber
b AB +H -
3 Sonderfall: miglicherweise Fntdifferervienung durch
post Octreotid/Prednison
AB? + +
pa B 4 )
4 Histologisch kein Hinweis auf Qctreotid-Effekt
]m m H -
i R g +
Miglicherweise Lynphazytendepletion durch
5 Qctreotid/Prednison, starke thermoartifizielle
P R + - Veréinderungen der Probe
e RO/BS - +
6 Histologisch kein Hinweis auf Octreotid-Effekt
post R/B3
e +
b PECGa - +
7 Histologisch kein Hinweis auf Octreotid-Effekt
post PEG
- e
péd PECa —
9 Histologisch kein Hinweis auf Octreotic-Effekt
post PECGa i -

pra: vor Octreotidtherapie, post: nach Octreotidtherapie

0 negativ, + méBig positiv, ++ stark positiv
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Als Sonderfall muf3 Fall Nummer 3 betrachtet werden; unter Octreotidtherapie fand eine
Art Entdifferenzierung statt. Histologisch handelte es sich an der pritherapeutisch
entnommenen Gewebsstanze um ein konventionelles Typ AB Thymom, das in Resten
auch nach Octreotidtherapie noch nachzuweisen war. Zusétzlich fanden sich aber auch
ungewohnliche, der WHO-Klassifikation nicht zwanglos zuzuordnende anaplastische
Areale, die herdférmig an ein Adenokarzinom erinnerten. Diese Beobachtung war
jedoch einzigartig und kam bei den anderen Fillen nicht vor, so dass nicht
auszuschlieen war, dass die entsprechenden Areale auch schon vor der Therapie mit
Octreotid bestanden und in der priatherapeutischen Stanze lediglich nicht erfasst worden

waren.

Insgesamt waren die histologischen Verdnderungen auch bei Tumoren mit objektivem
Ansprechen auf Octreotid {iberraschend gering ausgeprigt. Viele der gefundenen
Veridnderungen, wie Lymphozytendepletion oder regressive Verdnderungen, waren

bereits in den pritherapeutischen Préparat nachweisbar.

Abbildung 7 zeigt repréasentative histologische Befunde verschiedener Gewebeproben

vor und nach Octreotidtherapie.

Abb. 7: Reprdsentative Beispiele histologischer Befunde von Thymomen (Typen A,
AB, B2 und B2/B3) und Thymuskarzinomen (PE Ca) vor (,,prd*) und nach (,,post®)
Octreotidtherapie. Fall 2 zeigte in der Biopsie vor Therapie die Histologie eines Typ AB
Thymoms, im Operationspraparat nach Therapie waren aber lymphozytenreiche Areale
nicht mehr nachweisbar, so dass nun ein Typ A Thymom zu diagnostizieren war.
Zusétzlich breite, wohl regressive Kollagenbénder. Fall 3 zeigte vor Therapie das
typische Bild eines Typ AB Thymoms, wihrend im Operationspriparat nur sparliche
Areale eines Typ AB Thymoms enthalten waren. In den meisten Abschnitten zeigte der
Tumor teils plattenepithelial, teils adenoid differenzierte Strukturen. Fall 4 war ein
typisches B2 Thymom, das auch im Operationspriparat keine morphologisch

erkennbaren Veridnderungen wie z.B. eine Lymphozytendepletion aufwies. Fall 8§ war
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ein  Plattenepithelkarzinom des  Thymus; bei  relativ  eingeschrinkten
Beurteilungsverhéltnissen in der Biopsie vor Therapie waren keine sicher therapie-
assoziierten Verdnderungen zu erkennen, da auch die Biopsie bereits deutliche

regressive Verdnderungen aufwies.

Pra

Fall 2

Fall 3

Fall 4

Fall 8
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3.2.5.2  Immunhistochemische Ergebnisse

Um zu untersuchen, ob die Behandlung mit Octreotid zu einer verdnderten Expression
der Somatostatinrezeptoren fiihrt, wurde die membranstindige und zytoplasmatische
Expression der Subtypen 2A, 3 und 5 bei den acht Féllen mit Octreotidbehandlung vor
und nach Therapie untersucht. Weiterhin wurde versucht, den Therapieeffekt durch
Bestimmung der Proliferationsfraktion Ki 67 und der Fraktion Ku 80 exprimierender
Zellen ndher zu analysieren.

Tabelle 16 zeigt die Expression der Somatostatinrezeptoren im Zytoplasma vor und

nach der Octreotidtherapie.

Tab. 16: Zytoplasmatische Expression von Somatostatinrezeptoren vor und nach

Octreotidtherapie (Immunperoxidase an Vollgewebsschnitten).

Fall SSTR 2A SSTR 3 SSTR 5

pra post pra Post pra post
1 ++ + + ++ + +
2 ++ - + - ++ -
3 ++ - n.v. - n.v. -
4 n.v. ++ n.v. + n.v. -
5 ++ ++ ++ ++ n.v. +
6 + + + + - +
7 - n.v. ++ n.v. - n.v.
8 ++ ++ ++ ++ ++ -

- negativ, + méaBig positiv, ++ stark positiv, n.v. nicht verwertbar

Bei der Betrachtung der zytoplasmatisch vorliegenden Somatostatinrezeptoren zeigten
die Félle 1-3 eine posttherapeutische Reduktion der Rezeptorexpression. Bei allen

anderen verwertbaren Proben blieb der Rezeptorstatus weitgehend unverdndert.
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Tabelle 17 zeigt die Expression der membranstidndigen Somatostatinrezeptoren vor und

nach Octreotidtherapie, sowie die Expression von Ku 80 und Ki 67.

Ansprechen
Fall | SSTR2A [SSTR3 |SSTR5 Ku80 (%) | Ki67 (%) auf
Therapie
pra 0 0 0 n.v. n.v.
Hpost| 0 0 0 80-100 5 *
pra 0 0 0 80-100 0
) ++
post 0 0 0 80 5
pra n.v. n.v. n.v n.v. n.v.
3 ++
post 0 0 0 100 20-30
pra n.v. n.v. n.v. n.v. n.v.
4 ++
post 0 0 0 80-100 20-30
pra 0 0 n.v. n.v. n.v.
5 ++
post 0 0 0 80-100 20-25
pra 0 0 0 100 5-10
6 -+
post n.v. n.v. n.v. 50-60 30-40
pra 0 0 0 80-100 5
7 post n.v. n.v. n.v. n.v. n.v.
pra 1 0 0 80 30
8 [post |1 2 0 80-100 | 40-50

pra: vor Octreotidtherapie, post: nach Octreotidtherapie

0 negativ, 1 méBig positiv, 2 stark positiv, N.v. nicht verwertbar
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Bei der immunhistochemischen  Analyse der  Membranexpression  der
Somatostatinrezeptoren liel sich kein unmittlbarer Octreotideffekt nachweisen, da fast
alle Tumoren bereits primér keine Membranexpression aufwiesen (Score 0). Beziiglich
der Proliferationsrate und der Expression von ku80 war aufgrund technischer Probleme
(Qualitdt der primdren Tumorbiopsien) keine ausreichende Interpretation moglich.
Bemerkenswert eine leicht- bis méBiggradige Steigerung der Proliferationsrate in den
Féllen 6 und 8, beides Fille mit unsicherem bzw. fehlendem Ansprechen auf die

Therapie.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde versucht, klinische und bildgebende Befunde bei
octreotidbehandelten Patienten mit Thymomen und Thymuskarzinomen mit
histologischen und immunhistologischen Befunden zu korrelieren. Besonderes Interesse
galt dabei der Frage, ob vor der Entscheidung zu einer Octreotidtherapie durch
immunhistochemische Analyse der Somatostatin-Rezeptoren (SSTR) an einer

Tumorbiopsie Aussagen zum potentiellen Therapieansprechen moglich sind.

Patienten mit histologisch gesicherten Thymomen und Thymuskarzinomen zeigen im
Gegensatz zu Patienten z.B. mit entziindlicher Thymushyperplasie oder Personen ohne
Erkrankung des Thymus in der Octreotid-Szintigraphie praktisch immer eine kréftige
Anreicherung (Hofland, Lamberts et al. 2003) und personliche Mitteilung Prof. Schalke,
Universititsklinik fiir Neurologie, Regensburg. Trotz der kriaftigen Anreicherung in der
Szintigraphie in allen Fillen zeigten 3 der 8 hier untersuchten Patienten mit Thymomen
und Thymuskarzinomen ein nur geringes bzw. fehlendes Ansprechen auf die
Octreotidtherapie. Bemerkenswert war hier die Tatsache, dass alle Patienten mit
fehlendem Ansprechen maligne Thymome des Typs B3 oder Thymuskarzinome
aufwiesen, wiahrend 3 der 5 Fille mit gutem Ansprechen den (klinisch gutartigen)

Typen A und AB zuzurechnen waren.

Aus diesen Befunden leiteten sich die beiden zentralen Fragen dieser Untersuchung ab:
unterscheiden sich Thymome und Thymuskarzinome vom Normalthymus hinsichtlich
der Expression von Somatostatinrezeptoren (SSTR) und kann hierdurch das
unterschiedliche Anreicherungsverhalten in der Octreotid-Szintigraphie erklart werden?
Unterscheiden sich die einzelnen Thymom-Histotypen hinsichtlich ihrer SSTR-
Expression und kann hierdurch das unterschiedliche Ansprechen auf die Octreotid-

Therapie erklart und moglicherweise vorausgesagt werden?
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Eines der Hauptergebnisse der vorgelegten Untersuchung war der Befund, dass sowohl
normale Thymi als auch Thymome und Thymuskarzinome in fast allen (> 95 %) der
untersuchten Fille eine miBig kriftige oder starke Expression der SSTR2A, 3 und 5 im
Zytoplasma aufwiesen, wahrend eine Membranexpression von SSTR2A nur in 4 %, von
SSTR3 nur in 7 % und von SSTRS in 0 % der Thymome und Thymuskarzinome
nachweisbar war. Normalthymi zeigten keine immunhistochemisch erkennbare
Membranexpression der verschiedenen SSTR-Isoformen. Dieser Befund war
tiberraschend, da er die Unterschiede im Anreicherungsverhalten zwischen
Normalthymi und Thymomen bzw. Thymuskarzinomen in der Szintigraphie nicht
erkldren konnte. Die Lokalisation von Somatostatinrezeptoren Subtyp 2A wurde am
Zentralnervensystem der Ratte untersucht (Dournaud, Boudin et al. 1998). In
verschiedenen Hirnregionen konnte eine bevorzugte Lokalisation der Rezeptoren
entweder im Zytoplasma oder auf der Zellmembran gezeigt werden. In Regionen mit
vornehmlich intrazelluldrer Rezeptorenverteilung lag eine starke
Somatostatinkonzentration vor; diese Beobachtung legt nahe, dass eine dauerhafte
Hormonstimulation eine Downregulation der membranstindigen Rezeptoren durch
Liganden-induzierte Internalisation bewirkt. In Regionen mit geringeren
Somatostatinkonzentrationen lagen Somatostatinrezeptoren 2A auch hauptsichlich in
ihrer membranstandigen Form vor. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Regionen, in
denen der SSTR 2A hauptsdchlich in membranstindiger Form vorliegt, in der
quantitativen Autoradiographie die meisten Bindungsstellen aufweisen. Grundséitzlich
besteht also die Mdglichkeit, dass sowohl der normale Thymus als auch Thymome eine
hohe intrinsische Konzentration von Somatostatin aufweisen, die eine Internalisierung
der SSTR bewirkt. An Nervenzellen und hormonproduzierenden Zellen der Hypophyse
konnte gezeigt werden, dass SSTR durch eine Entkoppelung von der Adenylatcyclase
desensibilisiert werden, wenn sie Somatostatin oder Somatostatin-Analoga iiber einen
langeren Zeitraum ausgesetzt sind (Reisine and Bell 1995). Das unterschiedliche
szintigraphische Anreicherungsverhalten von Normalthymi und Thymomen wire also
moglicherweise durch eine unterschiedliche Kinetik in der Beladung und

Internalisierung der SSTR-Rezeptoren zu erkldren. Auch menschliche SSTR werden
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nach Liganden-Bindung internalisiert. Es bilden sich in bestimmten Membranregionen
Hormon-Rezeptor Komplexe, die Clathrin-umhiillt oder ohne Hiille internalisiert
werden. Diese sog. pits fusionieren mit Lysosmen, in denen die Hormonkomponente
abgebaut wird, der Rezeptor wird danach wieder an die Zelloberfliche transportiert
(Hofland, Lamberts et al. 2003). Viele G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), zu
denen auch die SSTR gehoren, kdnnen sowohl als Homo- als auch als Heterodimere
vorliegen. In Geweben, in denen nur eine SSTR-Isoform exprimiert wird, liegen die
SSTR als konstitutive Homodimere vor, wihrend in Geweben, in denen mehrere
verschiedene Isoformen exprimiert werden, zumeist Heterodimere vorliegen. Weiterhin
konnte nachgewiesen werden, dass die Bildung eines Heterodimers aus Somatostatin
2A Rezeptor und p-Opioid Rezeptor eine Modulation der Phosphorylierung,
Internalisierung und Desensibilisierung des Rezeptorsystems bewirkt (Pfeiffer, Koch et
al. 2001). Moglicherweise existieren an Thymomen/Thymuskarzinomen &dhnliche
Mechanismen zwischen den einzelnen Rezeptor Subtypen oder anderen Rezeptoren, die
die Internalisierung der membranstindigen Rezeptoren erwirken oder den
Aktivititszustand der GPCRs beeinflussen (Pfeiffer, Koch et al. 2001).

Ahnliche Erwigungen gelten auch fiir die Beantwortung der zweiten Frage dieser
Untersuchung: alle histologischen Thymom-Subtpyen und Thymuskarzinome zeigten in
der Mehrzahl der Fille eine méBig kriftige oder starke zytoplasmatische Expression
aller SSTR-Isoformen. Nur etwa 4 % aller Fille =zeigten eine relevante
Membranexpression z.B. des SSTR 2A, wihrend eine Membranexpression von SSTR 5
gar nicht beobachtet wurde. Die beobachteten Expressionsmuster z.B. von SSTR 2A
konnten das unterschiedliche Ansprechen der einzelnen Thymome auf die Octreotid-
Therapie weder erkldaren noch vorhersagen. Diese Beobachtung deckt sich mit Befunden
in anderen Tumoren mit deutlicher Anreicherung in der '''In-Octreotid Szintigraphie,
jedoch ohne die erwiinschte Reaktion auf die Octreotid Therapie (Lin, Nguyen et al.
1999). Plockinger et al konnten bei der Untersuchung von 49 Patienten mit STH-
sezernierenden und hormoninaktiven Hypophysenadenomen keine signifikante
Korrelation zwischen positiver Octreotid Szintigraphie und Therapieerfolg nachweisen

(Plockinger, Bader et al. 1997). Mdglicherweise exprimieren neoplastische Gewebe



Diskussion 45

Defektvarianten der SSTR mit verdnderten Bindungseigenschaften. Unsere klinischen
und immunhistochemischen Befunde bei Thymomen stellen jedoch eine géngige
Auffassung (Dournaud, Boudin et al. 1998) in Frage, nach der intrazellulire SSTR als
»inaktiv und fir eine Therapie nicht relevant gelten. In mehreren der untersuchten
Félle war ein morphologische Effekt der Octreotid-Therapie auf die Tumor-Histologie
nicht eindeutig nachweisbar, wihrend bei anderen deutliche regressive Verdnderungen
in Form von Nekrosen, alten Blutungsresten und Zystenbildung zu beobachten waren.
Eine Lymphozytendepletion durch die Therapie war in den meisten Fillen nicht
nachzuweisen. Ein Caveat bei der Interpretation der Tumorregression sowohl in der
Bildgebung als auch in der Histologie ist allerdings die Tatsache, dass alle Patienten
eine Kombinationstherapie von Octreotid mit Prednison erhalten hatten und mittlerweile
ein Fall publiziert wurde, in dem bei einem octreotid-refraktiren Thymom durch
alleinige Steroid-Gabe eine komplette Remission erzielt werden konnte (Tiseo, Monetti

et al. 2005).
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5 Zusammenfassung

Das Somatostatin-Analogon Octreotid ist ein in der Diagnose von Thymomen und
Thymuskarzinomen wertvolles Hilfsmittel, da praktisch 100 % der Félle eine kréftige
Anreicherung in der Octreotid-Szintigraphie aufweisen, wihrend entziindlich verdnderte
und nicht-neoplastische Thymi meist nicht anreichern. Auch therapeutisch zeigten 5 der
8 hier untersuchten Thymome eine ausgeprégte, objektivierbare Tumorregression unter
einer Kombinationstherapie von Octreotid und Prednison, allerdings zdhlte die
Mehrzahl der Félle mit gutem Ansprechen zu der Gruppe der klinisch gutartigen Typ A
und AB Thymome, wihrend alle Fille ohne Ansprechen ungiinstige Typ B3 Thymome
und Thymuskarzinome waren. Das unterschiedliche Anreicherungsverhalten von
Normalthymi und Thymomen war nicht durch Unterschiede im immunhistochemischen
Expressionmuster von SSTR-Isoformen erklirbar. Die fiir die Bindung von Octreotid
hauptverantwortlichen Somatostatinrezeptor (SSTR) Subtypen 2A, 3 und 5 zeigten in
Normalthymi und nahezu allen untersuchten Thymomen und Thymuskarzinomen eine
kriaftige zytoplasmatische Expression, wéihrend membranstindige SSTR in
Normalthymi nicht, in Thymomen und Thymuskarzinomen nur in etwa 5 % der Fille
beobachtet wurden. Auch das unterschiedliche Ansprechen der einzelnen Thymome
bzw. Thymuskarzinome korrelierte nicht mit einem erkennbar unterschiedlichen
Expressionsprofil der einzelnen SSTR. Die Befunde sind in erster Linie durch
unterschiedliche Kinetiken bei der Internalisierung der SSTR, moglicherweise auch
durch Heterokomplexbildung mit anderen Rezeptortypen erkldrbar. Eine weitere
Erklarungsmoglichkeit wire eine unterschiedliche Kompetition von Octreotid mit
intrinsischem Somatostatin. Unsere Ergebnisse sprechen gegen eine gingige
Auffassung, nach der ausschlieBlich membranstindige SSTR durch eine Octreotid-
Therapie ,attackiert” werden konnen. Die Aussagekraft der in der Bildgebung
objektivierten Tumorregression und der histologischen Befunde vor und nach
Octreotidtherapie ist allerdings mit Vorbehalt zu bewerten, da in allen Fillen eine
Kombinationstherapie mit Steroiden durchgefiihrt wurde und mittlerweile bekannt ist,
dass auch Steroide allein bei einem Teil der Fille zu einer Tumorremission fiihren

konnen.
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6 Abkirzungsverzeichnis

In alphabetischer Reihenfolge:

Abb. Abbildung

AK Antikorper

BARK B-adrenergic Receptor Kinase
bzw. beziehungsweise

ca. circa

CS Citronenséure

CT Computertomographie

DAB Diaminobezidin

DPTA Diethylentriamin-pentaacetat
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Epidermal growth factor
Fa. Firma
GH Growth hormone, Somatotropin

GPCR G-protein-coupled receptor

gr Gramm

IGF Insuline-like growth factor
In Indium

m mannlich

mg Milligramm

ml Milliliter

mRNA Boten — Ribonukleinsdure (messenger ribonuclein-acid)
ng microgramm

PBS Phosphatpuffer (Phosphate buffer solution)

PE Ca Plattenpithelcarzinom

Phe Phenol

RNA Ribonukleinséure (ribo-nuclein-acid)
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SRS Somatostatin Rezeptor Szintigraphie
SS Somatostatin

SSTR 1-5 Somatostatinrezeptoren 1 bis 5

Tab. Tabelle

TET Thymic epithelial tumor
vgl. vergleiche

A4 weiblich

WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation)
z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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