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Kurzreferat

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Immunhistochemie das Expressionsmuster der
Somatostatin-Rezeptoren (SSTR) 1, 3, 4 und 5 in den Adenokarzinomen des Magens von
181 Patienten und der SSTR 1, 3 und 4 in den Adenokarzinomen des Kolons untersucht und
mit den korrespondierenden gesunden Geweben beider Organe verglichen. In den Tissue
Microarrays waren die Rezeptor-Subtypen in der Rangfolge SSTR 1 > 5 > 3 > 4 in den
Driusen der tumorfreien Magenschleimhaut hochsignifikant starker als in den Tumorzellen
der Adenokarzinome des Magens exprimiert gefunden worden. Weiterhin korrelierte die
Expression von SSTR 1 und 5 mit der lokalen Tumorausbreitung (T-Stadium) und dem
Differenzierungsgrad. Dabei ging eine niedrigere Expression mit einem jeweils hoéheren
Stadium einher. Die Krypten des benignen Kolongewebes aus einem Kollektiv von 82
Kolonkarzinompatienten zeigten analog eine signifikant stérkere Expression der Rezeptor-
Subtypen 1 und 4 als die Adenokarzinome des Kolons. Beide Rezeptoren liefien in den
Adenokarzomen keine weiteren Korrelationen erkennen. SSTR 3 war Uberdies in allen
untersuchten Fallen des Kolons immunnegativ und grenzt sich damit klar vom

Magenkarzinom ab.



. Abklurzungsverzeichnis

P

sSc

Abb.
ABC
AJCC
BRCA2
bzw.
ca.
CED
CDHA1
CHO-Zellen
COX-2
dH,O
ECL
EDTA
FAP
GPCR
GPT

H. pylori
HCL
HNPCC
IARC

IL
ILG-F
IRS
JUR
k.A.
kDa
Kor

M, mM, uM
MAPK
mRNA
NHE1
PCR
PTP
RKI
Rb-Protein
RPMI
RT-PCR
SRIF
SST
SSTA
SSTR
hSSTR
rSSTR
Tab.
TMA
TRIS
UiCC
WHO

Abbildung

Avidin Biotin Komplex

»-american joint committee on cancer®
.breast cancer gene 2“
beziehungsweise

circa

chronisch-entzundliche Darmerkrankung
Gen-Name vom Produkt E-Cadherin
Ovarialzellen chinesischer Hamster
Cyclooxygenase-2

deionisiertes Wasser
Enterochromaffin-dhnliche Zellen
Athylendiamintetraessigsaure

Familiare adenomatdse Polypose
G-Protein gekoppelter Rezeptor
Guanosintriphosphat (kurz: G-Protein)
Helicobacter pylori

Salzsaure

Hereditares nicht-polypdses Kolon-Karzinom-Syndrom
.international agency for research on cancer”
Interleukin

»insulin like growth factor*
Immunreaktivitatsscore
Jahres-Uberlebensrate

keine Angaben

Kilodalton

Korrelationskoeffizient

Molar, Milimolar, Mikromolar
,mitogen-activated protein kinases"
Boten-Ribonukleinsaure

Na+/H+ exchanger Isoform 1
Polymerasekettenreaktion
Phosphotyrosin-Phosphatase

Robert Koch-Institut
Retinoblastom-Tumorsuppressorprotein
,Roswell Park Memorial Institute®
Reverse Transcriptase-Polymerasekettenreaktion
,Somatotropin release-inhibiting factor®
Somatostatin

Somatostatin-Analoga
Somatostatin-Rezeptor

Humaner Somatostatin-Rezeptor
Somatostatin-Rezeptor von Ratten
Tabelle

Tissue Microarray
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
,union Internationale Contre le Cancer*
Weltgesundheitsorganisation



Inhaltsverzeichnis

I. AbKUrzungsverzeichnis........ccccciiiiiiiiciieir 3
1. EiNtEIIUNG.. e ————— 6
L Y/ E=To =T o] 6= 4 T o o FO PSR 6

1.1.1. Definition und Epidemiologie. ..o 6

1.1.2. Pathogenese und Risikofaktoren...........cccccci 7

11,30 BINtEIUNG. ... 11

1.2. Kolorektales KarzinOm...........oooiiiiiiiiiii e 14

1.2.1. Definition und Epidemiologie...........ccooeiiiiiiiiiii 14

1.2.2. Pathogenese und Risikofaktoren...........ccccco 16

1.2.3. EINtEIUNG. ... 20

1.3. Somatostatin und Somatostatin-Rezeptoren.............cccuvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 23

1,300, SSTR e 26

1.3.2. SSTR 2. e 26

1.3.3. SSOTR B 27

1,34, SSTR Ao 28

1.3.5. SSTR B e 29

1.3.6. SSTR und maligne Erkrankungen.............ccccceiiiiiiiieeiieeniieeee 30

1.4, AUFGabENSEEIIUNG. .....coiiiiiii e 31

2. Material und Methoden...........eeemmimmmii i ————— 3
2.1. PatientenKolleKtiv..........cooo e 31

2.1.1. Charakterisierung des Patientenkollektivs — Magen......................... 32

2.1.2. Charakterisierung des Patientenkollektivs — Kolon................ccccec.. 33

2.2. Probenvorbereitung. ... 35

2.2 ANTKOIPET ... e 35

2.2.2. TiSSUE MICrOaITAY . .....ccii e e e e e 35

2.3. Immunhistochemische FArbungen..............euueiiiiiiiiiiiiiii 36

3. AUSWEITUNG.cciiiiiieiieieees s s s e s s ——————— 37
3.1. Lichtmikroskopische AUSWErtUNG...........cooiiiiiiiiiiiiie e 37

3.2. Statistische Methoden...............uiiiiiiiiii e 38

L o 1= o LT 39
4.1 Expression der Somatostatin-Rezeptoren im Magen............ccccooviiiiiieeiiinnnns 40

4.1.1. Expression vOn SSTR 1 ... 41

4.1.2. Expression von SSTR 3., ...t ee e 43

4.1.3. EXpression VON SSTR 4. ...t 44



4.1.4. Expression von SSTR 5. ... 46

4.1.5. Statistische Auswertung — SSTR 1, 3,4 und 5.......cccooeeiiiiiiiinnnnnnnnnn. 47

4.2. Expression der Somatostatin-Rezeptoren im Kolon............cccccceiiiiiiiiiennen. 50

4.2.1. EXpression vOn SSTR 1 ...t 51

4.2.2. Expression von SSTR 3. 52

4.2.3. EXpression vVON SSTR 4. ...t 53

4.2.4. Statistische Auswertung —SSTR 1,3, und 4......cccccceeiiiiiiniiiiniinnnn. 54

LT = (W == oY T 55
5.1. SSTR und das MagenKarzinOm............cuuueiiieiiiiiiiieeee e 56

5.2. SSTR und das kolorektale Karzinom.............ccoooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 61

5.3. SSTR in der Diagnostik und Therapi€...........cooccuuiiiiiiiiiiiiieeece e 65

6. ZUSAMMENTASSUNG.....uuuuiriiiiiiiiiiinrr s r e e annn e e e e n s 67
Il. LiteraturverzeiChnis. ... ... 70
LR 3 T T3 T 81
IV. TabellenverzeiChNis. . ... e e e e 86
V. Abbildungsverzeichnis...........cccoiiiiiiinininnnn s —————— 86
T TR =1 = 13 T T 87
VI Lebenslauf........ e 88



1. Einleitung

1.1. Magenkarzinom

1.1.1. Definition und Epidemiologie

Das Magenkarzinom ist ein maligner epithelialer Tumor der Magenschleimhaut (Hamilton

und Aaltonen 2000).

Weltweit steht es mit 934.000 neuen Fallen jahrlich an vierter Stelle der haufigsten
Karzinome und erreicht mit ca. 700.000 Todesfallen pro Jahr noch immer die zweitfihrende
Position hinsichtlich Sterblichkeit durch eine maligne Grunderkrankung (Brenner et al. 2009,
Boyle und Levin 2008). Sein Vorkommen zeigt grof3e geografische Unterschiede. Annadhernd
60% der Magenkarzinome kommen in den Entwicklungslandern und Asien vor. Zu den
Hoch-Risiko-Gebieten mit >20/100.000 neuen Fallen pro Jahr zahlen Ostasien (China,
Japan), Osteuropa, Regionen von Zentral- und Sudafrika und Siddamerika. Niedrige
Inzidenzen mit <10/100.000 Erkrankungsfallen sind in Sidasien, Nord- und Ostafrika,

Nordamerika, Australien und Neuseeland zu finden (Parkin et al.2005).

Incidence of Stomach cancer: ASR (World)-Female (All ages) Incidence of Stomach cancer: ASR (World)-Male (All ages)

< 36 < 55 < 78 < 111 M < 306

< 65 < 91 < 141 <217 M < 696
GLOBOCAN 2002

GLOBOCAN 2002

Abb.1.1.1.: Inzidenz des Magenkarzinoms: Frauen (links) und Mé&nner (rechts), Globoscan 2002 (Boyle und
Levin 2008)

In Deutschland liegt gemaR Schatzungen des Robert Koch-Institutes die Zahl der
Neuerkrankungen bei ca. 19.000 Fallen jahrlich und ist damit die funfthdufigste
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Krebserkrankung bei Mannern und Frauen (Robert Koch-Institut 2008, Bollschweiler et al.
2009). Manner sind je nach Literaturangaben 1,2- bis 2,5-mal haufiger betroffen. Zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung befinden sich die meisten Patienten im Alter von 60 bis 80
Jahren (Mittel 62 Jahre). Erste Erkrankungsgipfel sind aber schon in der 3. bis 4.
Lebensdekade beschrieben. Im Gegensatz zu vielen anderen Karzinomen, fir welche auf
Grund des therapeutischen Fortschrittes eine Verbesserung in der Prognose aufgezeigt
werden konnte, besteht bei Patienten mit Magenkarzinomen trotz intensiver Forschung eine
geringere Uberlebensrate (Brenner et al. 2009). Die 5-JUR auRerhalb von Japan liegt bei ca.
23% (Coleman et al. 2003, Parkin et al. 2005). In Japan ist die Prognose mit 52% deutlich
besser, da bereits seit den 60er Jahren intensive Screening-Untersuchungen mittels

Fotofluoroskopie zur Friherkennung veranlasst wurden (Parkin et al. 2005).

Dass in den vergangenen Jahren trotzdem ein Rickgang der Mortalitat erreicht werden
konnte, ist vordergrindig auf zwei Faktoren zurUckzufuhren. Nachweislich stehen hierbei
diatetische Anpassungen und eine Reduktion der Helicobacter pylori (H. pylori) Infektionen
im Vordergrund (Boyle und Levin 2008). Eine interessante Hypothese fir den Riickgang der
Karzinome seit den 70er Jahren ist zudem die Einfiihrung des Kiihlschrankes (Coggon et al.
1989, Alberts et al. 2003). Letzterer ermdglicht eine verbesserte Lebensmittelkonservierung
mit dem Ruckgang gesalzener, gepdkelter, geraucherter und chemisch haltbar gemachter
Lebensmittel sowie eine bessere Verfligbarkeit von frischem Obst und Gemise (Roder

2002).

1.1.2. Pathogenese und Risikofaktoren

Das Magenkarzinom ist eine multifaktorielle Erkrankung, dessen Entstehung einem
langjahrigen Prozess unterliegt. Migrationsstudien deuten darauf hin, dass die zeitlichen
Veranderungen und geografische Variabilitdt des Magenkarzinoms hinsichtlich Inzidenz und

Mortalitat durch Umwelt- und Lebensstilfaktoren beeinflusst werden. So besitzen Japaner,



die beispielsweise in die USA auswandern, in der Folgegeneration kein erhdhtes Risiko fur

ein Magenkarzinom (Crew und Neugut 2006).

In dem von P. Correa 1975 vorgestellten Modell wird die Entwicklung von Adenokarzinomen
des intestinalen Typs erklart. In dieser Kaskade werden phanotypische Veranderungen in
einer sequenziellen Abfolge beschrieben, zu der die chronische Gastritis, Atrophie,

intestinale Metaplasie und Dysplasie gehdren (Correa 1996, 2004).

Der zweite nach Laurén eingeteilte diffuse Adenokarzinomtyp entwickelt sich dagegen
zumeist unabhangig von der gastrischen Atrophie und intestinalen Metaplasie.
Magenkarzinome dieser Art treten vornehmlich bei jiingeren Menschen auf und zeigen unter
globalen Gesichtspunkten weniger Variabilitat in ihrer Verteilung (Guilford et al. 1998, Enroth

et al. 2000, Fox und Wang 2007, Konturek et al. 2009).

Protektive Faktoren

Griiner Tee Antioxidanzien
Didt : Vitamin C Karzinom
Frisches Gemiise Antipromotoren
Obst v Dysplasie
l .Nitratfinger” J
I —
Antioxidanzien

chronisch-atrophische
I Gastristis NN

| normale Mukosa 4
. . Tabak
+ NaCl Nitrosamine
Helicobacter pylori 4
EBV NO-Synthase Diéit:
v / Gepokeltes Fleisch/Fisch
Entzindung <——— Alkohol Vagotomie

Risikofaktoren

Abb.1.1.2.: Protektive Faktoren und Risikofaktoren fiir die Entstehung des Adenokarzinoms des Magens aus
normaler Magenmukosa (Bollschweiler et al. 2009)

Ein wichtiger Pathogenitatsfaktor im karzinogenen Prozess ist H. pylori. 1984 postulierten
Marshall und Warren erstmals den Zusammenhang von H. pylori Infektionen mit der
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Entwicklung von Gastritiden und peptischen Ulzera, welche die Karzinomentstehung
begiinstigen kénnen (Marshall und Warren 1984). Bereits 1994 erhob die International
Agency for Research on Cancer (IARC) das gramnegative Bakterium zum Karzinogen erster
Ordnung (IARC, WHO, 1994, Boyle und Levin 2008). Fallkontrollierte Studien der 90er Jahre
beschrieben ein 2,1 bis 16,7 fach groReres Risiko fur die Magenkarzinomentwicklung bei H.
pylori infizierten Patienten. Eine prospektive japanischen Studie untermauerte dieses erhdhte
Risiko, wonach 2,9% der infizierten Teilnehmer nach Jahren Magenkarzinome entwickelten,
wahrend sich kein einziger Magentumor bei nichtinfizierten Personen finden liel (Miehlke et

al. 1997, Uemura et al. 2001, Crew und Neugut 2006).

Das Zusammenspiel von Bakterium, Wirt und Umwelt bestimmt dabei das Bild der Infektion.
Mehrfach wird eine chronische Gastritis verursacht. Diese geht jedoch mit intragastrischen
Veranderungen, wie einer gesteigerten Zellproliferation einher und bildet die Voraussetzung
fur die Anhaufung genetischer Schaden. Spezifische Virulenzfaktoren, wie CagA, VacA
(vacuolating toxin), BabA (blood group antigen binding protein) beim Keim und genetische
Polymorphismen des Wirts, wie erhdhte Serumspiegel an proinflammatorischen Zytokinen
(Interleukin-1p bzw. Interleukin-8) sind fur die Pathogenitdt und das Karzinomrisiko
entscheidend (Crabtree et al. 1995, Tomb et al. 1997, Hamilton und Aaltonen 2000, EI-Omar

et al. 2003, Hohenberger und Gretschel 2003).

Ein Mechanismus umfasst eine VacA assoziierte Schadigung der Parietalzellen des Magens,
die mit einer gesteigerten Gastrinsekretion reagieren. Die Hypergastrindmie bewirkt eine
erhdhte Expression von COX-2 sowie eine verstarkte Ausschittung verschiedener
Wachstumsfaktoren und anti-apoptotischer Proteine. Wahrend Gastrin eine Zellproliferation
und Induktion der Angiogenese auslést, fihren Produkte des COX-2-Prostaglandinsystems
zu einer Hemmung der Apoptose (Konturek et al. 2006, Brzozowski et al. 2006, Ito et al.

2008).

Der groRte Teil der Magenkarzinome entsteht sporadisch. Bei etwa 10% der Falle sind

erbliche- und familiare Haufungen bekannt, fir deren Entstehung verantwortliche Gene aber
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noch nicht vollstandig identifiziert werden konnten. Das relative Risiko zu erkranken ist dabei
umso héher, je mehr Familienmitglieder betroffen sind, und liegt im Mittel zwischen dem 1,5
bis 3,5 fachen. Fur hereditare diffuse Magenkarzinome kénnen Keimbahnmutationen des E-
Cadherin Gens (CDH-1) mit einer individuellen Penetranz von bis zu 40% nachgewiesen
werden. Seltener sind hereditdre Magenkarzinome auf erbliche Syndrome wie das HNPCC,
Peutz-Jeghers-Syndrom und die FAP zurlckzufihren. Ganzlich untypisch wurden
Magentumoren im Rahmen von familiaren BRCA2-Mutationen beschrieben, welche primar
fur Mamma- und Ovarialkarzinome verantwortlich sind. In Japan sind Magenkarzinome als
Ausdruck der familidren Polyposis coli aufgetreten, wogegen in Nordamerika
Kolonkarzinome im Vordergrund dieses Krankheitsbildes stehen (Watson und Lynch 1993,
Guilford et al. 1998, Hamilton und Aaltonen 2000, Jakubowska et al. 2002, Shimoyama et al.

2004, Yaghoobi et al. 2009).

Einen weiteren wichtigen atiologischen Einfluss haben Erndhrungsgewohnheiten. Wahrend
erhdéhter Salzkonsum, Nitrite und Nitrosamine das Karzinomrisiko erhdhen, scheint der
gesteigerte Verzehr von frischem Obst und Gemiuse, von Antioxidantien wie Vitamin C, E
und B-Carotin einen protektiven Effekt auf die Karzinogenese zu haben (Hamilton und
Aaltonen 2000, Crew und Neugut 2006). Ascorbinsaure z.B. arbeitet als Fanger freier
Radikale und schitzt die Mukosa des Magens vor DNS-Schaden und einer potentiellen
malignen Transformation (Drake et al. 1996). Im Sinne der Erndhrung steht auch die
Adipositas. Sie ist auf Grund des erhéhten Risikos fir die gastrodsophageale
Refluxkrankheit sowie der einhergehenden Pradisposition fir einen Barrett-Osophagus fiir
die Zunahme kardia-assoziierter Adenokarzinome zu diskutieren (Chew und Neugut 2006,

Corley et al. 2008).

Zigaretten- und Alkoholkonsum sind weitere haufig untersuchte Grélen, allerdings mit
widerspruchlichen Ergebnissen. Konsum- und Dosisumfang sowie die Kombination beider
sind hierbei die Faktoren, die das Risiko der Karzinomentstehung entscheidend beeinflussen

(Koizumi et al. 2004, Sjodahl et al. 2007, Steevens et al. 2009).
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1.1.3. Einteilung

Das Magenkarzinom wird anhand verschiedener Kriterien klassifiziert. Unter anatomischen
Gesichtspunkten kann man zwischen proximalen (cardia) und distalen (non-cardia)
Magenkarzinomen unterscheiden. Aus endoskopischen Aspekten unterteilt man anhand
unterschiedlicher Wachstumsmuster den vorgewodlbten (I), erhéhten (lla), flachen (lIb),
vertieften (llc) und exkavierten (lll) Typ. Das makroskopische Erscheinungsbild dient als
Grundlage der Klassifikation nach Borrmann, welche das polypds-exophytische (I),
schusselférmig-exulzerierende (ll), karzinomatds-flach ulzerierende (lll) vom diffus infiltrie-

renden (V) Wachstum differenziert.

Unter histologischen Gesichtspunkten sind 95% aller Magentumore Adenokarzinome. Die
restlichen 5% entfallen auf Lymphome, Plattenepithelkarzinome, undifferenzierte Karzinome,
Adenoakanthome und Leiomyosarkome. Histologisch sind die Klassifikationen der WHO und
die nach Laurén am gebrauchlichsten. Die WHO unterscheidet tubular, papillar, muzinds
wachsende Adenokarzinome vom Siegelringzellkarzinom. Demgegenuber gliedert die
Laurén-Klassifikation nach dem histopathologischen Wachstumsmuster und der
Ausbreitungstendenz. Sie unterteilt den intestinalen Typ (gut differenzierten) und den
diffusen Typ (wenig differenzierten). Mischformen aus beiden Typen, der sogenannte
Mischtyp sind mdglich. Auf der Grundlage des histopathologischen Differenzierungsgrades
kénnen gut, maRig, gering und undifferenzierte Karzinome eingeteilt werden (Borrmann

1926, Laurén 1965, Hamilton und Aaltonen 2000).

Von weiterer Bedeutung sind Magenfrihkarzinome. Sie sind dadurch definiert, dass sie,
unabhangig von der Flachenausdehnung und dem Lymphknotenstatus, nur bis zur Mukosa

bzw. Submukosa der Magenwand reichen (Hamilton und Aaltonen 2000).

Die klinisch-pathologische Stadieneinteilung des Magenkarzinoms erfolgt mittels der TNM-
Klassifikation. Das T-Stadium beschreibt das Primartumorstadium, das N-Stadium den

Metastasierungsstatus in regiondre Lymphknoten und das M-Stadium das Vorhandensein
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von Fernmetastasen. Sie ist die Grundlage fir die Stadieneinteilung der AJCC/UICC, welche
hauptsachlich in der westlichen Welt ihre klinische Anwendung findet und eine
evidenzbasierte Einteilung der Tumoren im Hinblick auf Therapiestrategien und

prognostischer Bewertung ermdglicht (Kneif, Hiinerbein 2009).

Tab.1.1.3.a: TNM-Klassifikation des Magenkarzinoms (nach UICC, 6. Auflage 2002)

T — Primartumor

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ: intraepithelialer Tumor ohne Infiltration der Lamina propria

T Tumor infiltriert die Lamina propria oder Submukosa

T2a Tumor infiltriert Muscularis propria

T2b Tumor infiltriert Subserosa

T3 Tumor penetriert Serosa (viszerales Peritoneum), infiltriert ab nicht benachbarte Strukturen

T4 Tumor infiltriert benachbarte Strukturen (Milz, Colon transversum, Leber, Zwerchfell, Pankreas,

Bauchwand, Nebennieren, Diinndarm, Retroperitoneum, Diinndarm, Osophagus)

N — Regiondre Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1-6 regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in 7-15 regionaren Lymphknoten

N3 Metastasen in mehr als 15 regionaren Lymphknoten

M — Fernmetastasen

MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
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Tab.1.1.3.b: UICC Stadiengruppierung basierend auf der TNM-Klassifikation des Magenkarzinoms (nach UICC,
6. Auflage 2002)

Stadium T — Primartumor N — Regionédre Lymphknoten M - Fernmetastasen
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T1 NO MO
Stadium IB T1 N1 MO
T2alb NO MO
Stadium I T1 N2 MO
T2alb N1 MO
T3 NO MO
Stadium IlIIA T2a/b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
Stadium 11IB T3 N2 MO
Stadium IV T1,T2, T3 N3 MO
T4 N1, N2, N3 MO
jedes T jedes N M1

Tab.1.1.3.c: TNM-Klassifikation des Magenkarzinoms (nach UICC, 7. Auflage 2010)

T — Primartumor

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Keine Anhalt fur Primartumor

Tis Carcinoma in situ: intraepithelialer Tumor ohne Infiltration der Lamina propria, hochgradige
Dysplasie

T1a Tumor infiltriert Lamina propria und Muscularis mucosae

T1b Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert Subserosa, Ligamentum gastrocolicum oder gastrohepaticum ohne Perforation des

viszeralen Peritoneums

T4a Tumor perforiert Serosa (viszerales Peritoneum)

T4b Tumor infiltriert benachbarte Strukturen (Milz, Colon transversum, Leber, ngrchfell, Pankreas,
Bauchwand, Nebennieren, Niere, Diinndarm, Retroperitoneum, Duodenum, Osophagus)

N — Regiondre Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1-2 regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in 3-6 regionaren Lymphknoten

N3a Metastasen in 7-15 regionaren Lymphknoten

N3b Metastasen in 16 oder mehr regionaren Lymphknoten

M — Fernmetastasen

MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
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Tab.1.1.3.d: UICC Stadiengruppierung basierend auf der TNM-Klassifikation des Magenkarzinoms (nach UICC,
7. Auflage 2010)

Stadium T — Primértumor N — Regionére Lymphknoten M — Fernmetastasen
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium 1A ™ NO MO
Stadium IB T2 NO MO
™ N1 MO
Stadium IIA T3 NO MO
T2 N1 MO
™ N2 MO
Stadium IIB T4a NO MO
T3 N1 MO
T2 N2 MO
™ N3 MO
Stadium IlIA T4a N1 MO
T3 N2 MO
T2 N3 MO
Stadium I1IB T4b NO, N1 MO
T4a N2 MO
T3 N3 MO
Stadium IlIC T4a N3 MO
T4b N2, N3 MO
Stadium IV jedes T jedes N M1

1.2. Kolorektales Karzinom

1.2.1. Definition und Epidemiologie

Beim kolorektalen Karzinom handelt es sich um einen malignen epithelialen Tumor des

Kolons bzw. Rektums (Hamilton und Aaltonen 2000).

Mit einer Inzidenz von Uber 1 Million gezahlten Fallen im Jahr 2002 steht es unter globalen
Gesichtspunkten bei Mannern auf Platz drei und bei Frauen auf Platz zwei aller
Krebserkrankungen (Parkin et al. 2005, Boyle und Levin 2008). Das Erkrankungsverhaltnis

beider Geschlechter ist mit 1,2 zu 1 fir Manner leicht erhoht.

Wie schon beim Magenkarzinom zeigen sich auch beim kolorektalen Karzinom grofie
geografische Unterschiede. Wahrend Neuseeland, Australien, Nordamerika, Europa und
Japan zu den Hoch-Risiko-Gebieten zdhlen, werden geringere Inzidenzen in Asien und

Afrika beobachtet (Boyle und Levin 2008).
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Incidence of Colon and rectum cancer: ASR (World)-Female (All ages) Incidence of Colon and rectum cancer: ASR (World)-Male (All ages)
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Abb.1.2.1.: Inzidenz des kolorektalen Karzinoms weltweit: Frauen (links), und Ménner (rechts), Globoscan 2002
(Boyle und Levin 2008)

In Deutschland liegt die Neuerkrankungsrate gemaly Schatzungen des Robert Koch-
Institutes fur Manner bei Uber 37.000 Fallen und bei Frauen bei etwa 36.000 Fallen jahrlich
und entwickelt sich zur zweithaufigsten Krebsart in Deutschland. Manner erkranken im Mittel
mit 69 Jahren, Frauen mit 75 Jahren (Robert Koch-Institut 2008). Seit den 80er Jahren,
wobei bis dahin ein Anstieg der Inzidenzraten beider Geschlechter zu verzeichnen war,
verlaufen die Trends auf Grund von veradnderten Umwelt- und Lebensstilfaktoren
unterschiedlich. Bei Mannern setzt sich die Zunahme der Neuerkrankungsrate bis heute fort,

bei Frauen dagegen ist seither ein Seitwartstrend zu beobachten (Becker 2003).

Bei einer Gesamtmortalitit von annahernd 50% der Inzidenzrate ist die 5-JUR fir
Nordamerika mit 65%, fir Westeuropa mit 54%, fur Osteuropa mit 34% und fir Indien mit
30% belegt (2002- 529.000 Todesfalle fir beide Geschlechter) (Boyle und Levin 2008).
Durch die Einfuhrung von Screeningmethoden und Vorsorgeuntersuchungen wird seit
Anfang der 80er Jahre ein kontinuierlicher und zunehmender Ruckgang der Mortalitatsrate
beobachtet (Becker 2003). Dennoch stellt das kolorektale Karzinom weltweit und auch in

Deutschland die dritthaufigste krebsbedingte Todesursache dar.
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1.2.2. Pathogenese und Risikofaktoren

80-85% der kolorektalen Tumoren entstehen sporadisch. 10% sind hereditdren Ursprungs
und 5% entwickeln sich auf dem Boden von chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen
(Boese-Landgraf 1998). Fur die Genese der kolorektalen Karzinome sind sowohl Umwelt- als
auch genetische Faktoren verantwortlich. In der Literatur sind Risikofaktoren aus den
Bereichen Erndhrung, Lebensgewohnheiten, vorbestehenden Grunderkrankungen und
iatrogenen Ursachen beschrieben, welche mittels verschiedener Studiendesigns diskutiert

werden.

Anhand bisher gewonnener molekulargenetischer Untersuchungsergebnisse bei der
familiaren adenomatdsen Polypose (FAP) hat Vogelstein ein genetisches Modell der

Kolorektalkarzinogenese entwickelt (Boese-Landgraf 1998).

Grundlage der Adenom-Karzinom-Sequenz ist die aufeinanderfolgende Akkumulation
genomischer Alterationen durch gekoppelte Aktivierung bzw. Inaktivierung von wenigsten
vier bis funf Onko- bzw. Tumorsuppressorgenen, die zunachst zu Hyperproliferation des
Epithels, dann zu adenomatéser Entartung, dysplastischen Lasionen und schlieBlich zum
Karzinom fuhren (Fearon und Vogelstein 1990). Dabei werden zwei Grundmechanismen der

Kolorektalkarzinogenese unterschieden:

Chromosomeninstabilitdt (CMI): Diese wird bei hereditdren und sporadischen (85%)
Kolonkarzinomen beobachtet. Sie ist durch den Verlust von Allelen gekennzeichnet und
beschreibt die Akkumulation von Mutationen in Tumorsuppressorgenen (APC, p53) und
Onkogenen (K-ras), welche eine unregulierte intrazellulare Anhaufung von Onkogenen, wie

z.B. p-Catenin zur Folge haben (Takayama et al. 2006).

Mikrosatelliteninstabilitét (MSI): MSI liegt dem HNPCC zugrunde, betrifft aber auch ca. 15%
der sporadischen Kolontumoren. Sie beruht auf Mutationen in DNA-Mismatch-Repair Genen
(hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2, hMSHG6), welche Ublicherweise Basenfehlpaarungen bei

der Replikation beheben (Takayama et al. 2006, Trautman et al. 2006).
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Hereditare kolorektale Karzinomsyndrome

Die genetische Pradisposition mit familiarer Haufung entdeckt man bei ca. 10% der
kolorektalen Karzinome. Mit einem Anteil von 2-5% ist das Lynch Syndrom (HNPCC) das
haufigste hereditdre Tumorsyndrom (Hampel et al. 2008). Es unterliegt einem autosomal-
dominanten Vererbungsschema, wobei 40-60% der Familien Keimbahn-mutationen in einem
DNA-Mismatch-Repair Gen (meist MSH2 oder MLH1) aufweisen, die zu Replikationsfehlern
und Mikrosatelliteninstabilitdten fuhren. Die ersten kolorektalen Karzinome und auch andere
assoziierte Tumoren (Tumoren des Uterus, Leber, Nieren, Magen, etc.) treten bereits vor
dem 50. Lebensjahr auf. Zur besseren Differenzierung und Abgrenzung gegeniber den
sporadischen Karzinomen entwickelte man die Amsterdam- und Bethesda-Kriterien, die
neben der Familienanamnese das Patientenalter und die Tumorhistologie mit einbeziehen

(De la Chapelle 2002, Lynch et al. 2005).

An zweiter Stelle, mit einer Haufigkeit von weniger als 1% steht die familidre adenomatdse
Polypose. Als obligate Prakanzerose unterliegt dieses Krankheitsbild einem autosomal-
dominanten Vererbungsschema, bei dem es zu einem massenhaften Polypenbefall des
Kolons kommt. Charakteristisch ist die frthe Manifestation zahlreicher Adenome und bei
unbehandeltem Verlauf kénnen ab dem 40. Lebensjahr kolorektale Karzinome auftreten

(Lynch et al 2003).

Des Weiteren kommt es im Rahmen des Gardner-Syndroms, Peutz-Jeghers-Syndroms und

der familiaren juvenilen Polypose vermehrt zu Kolonkarzinomen.

Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen

Chronisch-entzindliche Darmerkrankungen (CED) sind ein signifikanter Risikofaktor fir die
Genese kolorektaler Karzinome. Auch wenn sie nur fur 1-2% dieser verantwortlich sind, liegt
ihre Mortalitatsrate deutlich héher als die der sporadischen Kolontumoren (Herszenyi et al.

2007). Etablierte allgemeine Risikofaktoren der CED sind das Diagnosealter, Ausmal}, die
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Dauer und Schwere der Entziindung, die positive Familienanamnese flir Kolontumoren und

die Koexistenz einer primar sklerosierenden Cholangitis (Zisman und Rubin 2008).

Bei der Colitis ulcerosa steigt das Karzinomrisiko ca. 8-10 Jahre nach Erstdiagnose deutlich
an. Nach 20 Jahren liegt das Risiko bei 5-10%, nach 30 Jahren bei 12-20% und nach 35
Jahren bei 30% (Gyde et al. 1988, Ekbom et al. 1990). Interessanterweise zeigen Winther et
al. (2004) in einer danischen Studie, dass im Vergleich zur Normalbevoélkerung das Risiko fir
kolorektale Karzinome nicht signifikant erhoht sei. Die schnellere chirurgische Intervention
bei medikamentds therapierefraktaren Patienten wird hierbei diskutiert (Winther et al. 2004).
Des Weiteren scheint das Karzinomrisiko bei singularem Rektumbefall nicht gesteigert; die
Proctitis ulcerosa hdchstens ein moderater Risikofaktor fur koloreaktale Karzinome zu sein.
Sdderlund et al. benennen ein um 1,7 fach gréReres relatives Risiko. (Ekbom et al. 1990,

Soéderlund et al. 2009, Peyrin-Biroulet et al. 2009)

Durch die heterogene Natur der Erkrankung mit teils fehlender Entziindungsbeteiligung des
Kolons wurde dem Morbus Crohn anfanglich kein erhdhtes Karzinomrisiko zugeschrieben
(Zisman und Rubin 2008). Langzeitstudien chronisch erkrankter Patienten zeigen inzwischen
aber eine in etwa vergleichbare Karzinomrate wie bei der Colitis ulcerosa (Ekbom et al 1990,
Friedman et al. 2001). In einer schwedischen Studie wird bei isoliertem Kolon-Befall durch
Morbus Crohn ein relatives Risiko von 5,6 fach erhéht angegeben (Ekbom et al. 1990). Gyde
et al. ermitteln ein relatives Risiko von bis zu 23,8, wogegen das Risiko der

Allgemeinbevdlkerung bei 4,3 lage (Gyde et al. 1980).

Molekulargenetische Veranderungen der CED weichen vom Schema der Adenom-Karzinom-
Sequenz ab. Sie kénnen sowohl aus flachen als auch aus groRen dysplastischen Lasionen
und Raumforderungen entstehen. Der Verlust des APC-Gens tritt in dieser Folge erst spater
auf und wird durch die frihe Dysfunktion und Verlust des Tumorsuppressorgens p53

abgeldst (Herzszenyi et al. 2007).
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Begleiterkrankungen

Das Risiko an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken, steigt bei einem vorbestehenden
Dinndarm-, Endometrium-, Mamma- oder Ovarialkarzinom. Eine erhdéhte Inzidenz zeigen
auch Patienten nach einer Magenoperation, Utero- und Sigmoidostomie oder nach einer
hohen fakalen Gallensaureproduktion bei vorbestehender Cholezystektomie oder

Cholezystolithiasis (Lin 2009).

Risikofaktoren

Bei kolorektalen Karzinomen wird die Hypothese vertreten, dass Gemdise, Frichte und
Getreide durch ihre Ballaststoffe, Vitamine und Spurenelemente, insbesondere
Antioxidantien, Folsaure und Phytochemika protektive Eigenschaften erzeugen. Allerdings

sind die Assoziationen experimentell teilweise schwach belegt.

Eine verminderte Zufuhr an frischem Obst und Gemise wurde von einigen Autoren mit
einem 0,5 fach héheren Risiko fiir die Entwicklung kolorektaler Karzinome benannt (Slattery

et al. 1998, Terry et al. 2001).

In Abhangigkeit von der taglichen Ballaststoffzufuhr zeigt die EPIC-Studie eine signifikante
Risikoreduktion fur kolorektale Karzinome um das 0,75 fache. Dieser Effekt ist fur linksseitig
gelegene kolorektale Karzinome am gréfiten, am geringsten fir das Rektumkarzinom und
ergibt eine Risikoreduktion von bis zu 40% bei konsequenter, langfristiger Verdoppelung der

Ballaststoffzufuhr von 20g/Tag (Bingham et al 2003).

Darlber hinaus finden phytochemische Agentien einen gezielten therapeutischen Einsatz im
Rahmen der Krankheits-Pravention. Isotretinoin, ein Mitglied der Retinoid-Familie, besitzt in
seiner chemischen Struktur bzw. biologischen Aktivitdt Verwandtschaft zum Vitamin A
(Retinol). Therapeutisch wird es, trotz bekannter Nebenwirkungen (allergischer Reaktionen,
Hoérstérungen, trockener Augen, Hornhauttriibungen, Transaminasenanstieg etc.) erfolgreich

bei Krankheitsbildern wie schwerer Akne, Psoriasis und auch Hauttumoren eingesetzt
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(Belsford und Beute 2008). Fur Vitamin D konnten ebenfalls karzinopraventive Erfolge
nachgewiesen werden. Uber weitergeleitete intrazellulare Prozesse nimmt Calcitriol
modulierenden Einfluss auf Zellwachstum, Differenzierung und Apoptose (Haussler et al.

2008).

Des Weiteren wird ein erhdhter Konsum an rotem Fleisch (Rind, Schwein, Lamm) und Fett
mit einer Risikosteigerung von 0% bis 25% diskutiert. Als ursachlich werden durchs Frittieren
und Braten entstehende Karzinogene (polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe,
heterozyklische Amine und Nitrosamine) in Betracht gezogen (Norat et al. 2005, Larsson und

Wolk 2006).

Regelmafiger Alkoholkonsum wird bei mehr als 45mg/Tag als milder Risikofaktor eingestuft.
Genau definierte Karzinogenesemechanismen sind in diesem Zusammenhang bisher nicht
geklart, jedoch werden genotoxische Effekte des Stoffwechselproduktes Acetaldehyd
vermutet (Larsson et al. 2005). Auch hier potenziert sich das Risiko entsprechend dem

Konsum- und Dosisumfang in Kombination mit Nikotinkonsum.

Koérperliche Aktivitat scheint das Risiko fur Kolontumoren zu senken. Dagegen wird kein

Effekt gegeniber dem Rektumkarzinom beschrieben (Friedenreich et al. 2006).

1.2.3. Einteilung

Kolorektale Karzinome werden anhand verschiedener Kriterien klassifiziert. Entsprechend
dem makroskopischen Erscheinungsbild unterscheidet man drei Wachstumsmuster: den

polypds-exophytischen, den schisselférmig-exulzerierenden und den diffus-infiltrierenden

Typ.

Klinisch-pathologisch fand initial die Dukes-Klassifikation der 30er Jahre ihre Anwendung.
Sie unterteilte das kolorektale Karzinom nach der Wandinfiltrationstiefe des Tumors und der
regionaren Lymphknotenmetastasierung in vier Stadien (A-D), welche spater durch die TNM-
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Klassifikation der UICC ersetzt wurden (Hamilton und Aaltonen 2000). Die TNM-Einteilung
wird in regelmaRigen Abstanden von der UICC uberarbeitet, um klinische und pathologische
Erkenntnisse zusammenzufuhren. In der vorliegenden Arbeit werden die Staging-Protokolle
der UICC von 2002 (6. Auflage) berucksichtigt. Vergleichend sind die Veranderungen der 7.

Auflage der UICC-Klassifikation von 2010 aufgelistet (Tab.1.2.3.a und b)

Neben der Unterscheidung des kolorektalen Karzinoms nach makroskopischem
Wachstumsverhalten und Invasionstiefe wird fur die Einteilung nach dem histologischen
Erscheinungsbild die Klassifiktion der WHO (1989) genutzt. Sie unterscheidet:
Adenokarzinome, muzindése Adenokarzinome, Siegelringzellkarzinome sowie weitere,
seltene Varianten wie plattenepitheliale, adenosquamdse, undifferenzierte, klar- oder

kleinzellige Karzinome (Hamilton und Aaltonen 2000).

Tab.1.2.3.a: TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (nach UICC, 6. Auflage 2002)

T — Primartumor

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ: intraepithelial oder Infiltration der Lamina propria

T1 Tumor infiltriert die Submukosa

T2 Tumor infiltriert sie Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert die Muscularis propria in die Subserosa oder in nicht peritonealisiertes perikolisches

oder perirektales Gewebe

T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen und/oder perforiert das viszerale
Peritoneum

N — Regiondre Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1-3 regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten

M — Fernmetastasen

MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
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Tab.1.2.3.b: UICC Stadiengruppierung basierend auf der TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (nach

UICC, 6. Auflage 2002)

Stadium T — Primartumor N — Regionédre Lymphknoten M - Fernmetastasen
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1,T2 NO MO
Stadium IIA T3 NO MO
Stadium IIB T4 NO MO
Stadium IlIA T1,T2 N1 MO
Stadium I11B T3, T4 N1 MO
Stadium IlIC jedes T N2 MO
Stadium IV jedes T jedes N M1

Tab.1.2.3.c: TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (nach UICC, 7. Auflage 2010)

T — Primartumor

TX
TO
Tis
T1

T2
T3

T4a
T4b

Primartumor kann nicht beurteilt werden

Kein Anhalt fir einen Primartumor

Carcinoma in situ: intraepithelial oder Infiltration der Lamina propria

Tumor infiltriert Submukosa

Tumor infiltriert Muscularis propria

Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder in nicht peritonealisiertes
perikolisches oder perirektales Gewebe

Tumor perforiert viszerales Peritoneum

Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen

N - regionadre Lymphknoten

NX
NO
N1a
N1b
N1c

N2a
N2b

Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

Metastase in 1 regionarem Lymphknoten

Metastasen in 2-3 regionaren Lymphknoten

Tumorkndétchen bzw. Satellit(en) im Fettgewebe der Subserosa oder im nicht-peritonealisierten
perikoloischen perirektalen Fettgewebe ohne regionare Lymphknotenmetastasen

Metastasen in 4-6 regionaren Lymphknoten

Metastasen in 7 oder mehr regionaren Lymphknoten

M — Fernmetastasen

MX
MO
M1a
M1b

Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
Keine Fernmetastasen
Metastase(n) auf ein Organ beschrankt (Leber, Lunge, Ovar, nichtregionare Lymphknoten)

Metastasen in mehr als einem Organ oder im Peritoneum
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Tab.1.2.3.d: UICC Stadiengruppierung basierend auf der TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (nach
UICC, 7. Auflage 2010)

Stadium T — Primartumor N — Regiondre Lymphknoten M - Fernmetastasen
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1,T2 NO MO
Stadium IIA T3 NO MO
Stadium 1B T4a NO MO
Stadium IIC T4b NO MO
Stadium IlI jedes T N1, N2 MO
Stadium Il1A T1, T2 N1a MO
T1 N2a MO
Stadium 11I1B T3, T4a N1 MO
T2, T3 N2a MO
T1,T2 N2b MO
Stadium IlIC T4a N2a MO
T3, T4b N2b MO
T4b N1, N2 MO
Stadium IVA jedes T jedes N M1a
Stadium IVB jedes T jedes N M1b

1.3. Somatostatin und Somatostatin-Rezeptoren

Somatostatin ist ein zyklisches Peptidhormon, welches aus 14 (sst-14) oder 28 Aminosduren
(sst-28) besteht. Als naturlicher Ligand der Somatostatin-Rezeptoren hemmt es zerebral die
Freisetzung von Somatotropin, Thyreoliberin, Corticoliberin, Dopamin und Noradrenalin. Im
Pankreas hemmt es Insulin und Glukagon, im lymphatischen Gewebe die Synthese von
Immunglobulinen und die Lymphozytenproliferation, im Magen-Darm-Trakt hemmt es die
Gastrin- und Magensauresekretion, mindert die motorische Aktivitdt der Darmsegmente und

die intestinale Absorption (Reubi 1992, Epelbaum et al. 1994).

Beim Menschen und bei anderen Saugetieren sind fiinf Somatostatin-Rezeptoren bekannt.
Ihre Nummerierung ergibt sich aus der Reihenfolge ihrer Entdeckung (Bell und Reisine
1993). Eine parallel existierende altere Klassifikation bezieht sich auf die Bindungsaffinitat
gegenuber synthetischen, stabilen Somatostatin-Analoga. Sie zeichnen sich dadurch aus,

eine deutlich langere Halbwertszeit als Somatostatin zu besitzen. Diese Klassifikation
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unterscheidet SRIF; von SRIF, (Somatotropin release inhibiting factors). Die Rezeptorgruppe
der SRIF besitzt eine hdhere Affinitdt gegenliber den Analoga (Octreotid, Lanreotid, Seglitid
und Vapreotid) und kennzeichnet die spater benannten SSTR 2, 3 und SSTR 5. Die Gruppe
der SRIF, dagegen weist eine geringere Bindungsaffinitdt gegentber den Somatostatin-
Analoga auf und charakterisiert die Unterformen SSTR 1 und 4 (Yamada et al. 1992c,
Corness et al. 1993, Rohrer et al. 1993, Baumeister et al 1998). Interessanterweise besitzen
alle Rezeptoren dieselbe hohe Bindungsaffinitdt fir die zwei aktiven Formen des
Somatostatins (sst-14 und -28) sowie Cortistatin, einem endogenen neuroendokrinen
Polypetid (CSF-17) mit hoher struktureller Verwandtschaft zu Somatostatin. Die Ausnahme
bildet SSTR 5, welcher eine 10-fach héhere Bindungseigenschaft fir SRIF-14 hat (Hoyer et

al. 2008).

Die humanen Somatostatin-Rezeptoren gehéren zu den G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(GPCR) der Klasse I. Diese sind durch sieben Transmembrandomanen charakterisiert. Aus
diesen hydrophoben, a-helicalen Transmembrandomanen formieren sich extra- und
intrazellular gelegene Schleifen (B-Blatter), an denen zum einen die Ligandenbindung und -
erkennung, zum anderen die Kopplung der G-Proteine erfolgt, Uber die weitere

Kaskadeschritte eingeleitet werden.

Die Somatostatin-Rezeptoren werden von finf einzelnen Genen kodiert, die auf flnf
separaten Chromosomen lokalisiert sind und beim Menschen in ihrer kodierenden Region
intronlos sind. Sie beinhalten 364 bis 418 Aminosauren und sind untereinander zu 39% bis
57% homolog (Yamada et al. 1992c, Patel 1999). Uberdies wurde bei allen menschlichen
und speziesfremden SSTR-Subtypen ein hoch konserviertes  Sequenzmotiv
YANSCANPI/VLY in der siebten Transmembrandoméane gefunden, das ein typisches

Merkmal dieser Rezeptorfamilie darstellt (Olias et al. 2004).
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Signaltransduktion

Somatostatin-Rezeptoren vermitteln ihre zellulare Antwort Uber eine G-Protein-gekoppelte
Modulation verschiedener Second-Messenger-Systeme. lhre Wirkungen sind abhangig von
Pertussistoxin-sensitiven GPT-Bindungsproteinen (kurz: G-Protein), welche die Inhibition von
Adenylatcyclasen, spannungsabhangigen Kalziumkanalen und die Mobilisation intrazellular
gelegenen Kalziums sowie die Stimulation spannungsabhéangiger Kaliumkanale und
Proteinphosphatasen erzielen. Zusatzlich findet man als Besonderheit der SSTR in
Kolonkarzinomen eine Kopplung an Na*/H-lonenaustauschern (iber Pertussistoxin-
insensitive Mechanismen, so dass Aktivierungen Uber verschiedene GPCR vermutet werden
kénnen (Hou et al. 1994). Funktionelle Studien lassen darauf schlieRen, dass endogene, an
G..1 gekoppelte Rezeptoren die Adenylatcyclase inhibieren, an Gy, gekoppelte Rezeptoren
Kalziumkanale inhibieren und an G;; gekoppelte Rezeptoren Kaliumkanale stimulieren (Patel
et al. 1999). Die vermutlich dahinter stehenden Funktionsspekiren der einzelnen SSTR-

Subtypen werden unter 1.3.1. bis 1.3.4. aufgefihrt.
Vorkommen

In in vivo und in vitro angelegten Experimenten gelang der ubiquitdre Nachweis aller funf
Somatostatin-Rezeptoren beim Menschen und beim Tier (Lamberts et al. 1991). mRNA aller
funf Subtypen konnte im zerebralen Kortex, Kleinhirn, Grof3hirn, hypophysar, im
Hypocampus, Hypo- und Thalamus, Amygdala, Striatum und im olfaktorischen Bulbus
nachgewiesen werden. In peripheren Geweben fand man mRNA und/oder Proteine der
SSTR in den Pankreasinseln, im Gastrointestinaltrakt, in der Lunge, Niere, Leber, Milz, im
Skelettmuskel, im Herzen, in der Retina und in den BlutgefaRen, aber auch in tumords
verandertem Gewebe, tumorversorgenden BlutgefalRen und verschiedenen Blutbestandteilen
(Srikant und Patel 1981, Breder et al. 1992, Yamada et al. 1992a, Bruno et al. 1993, Rohrer

et al. 1993, O’Carroll et al. 1994, Gugger et al. 2004, Hoyer et al. 2008).
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1.3.1. SSTR 1

Der Somatostatin-Rezeptor 1 gehort zu den Klasse A GPCRs, dessen Kodierung auf dem
Chromosom 14913 erfolgt. Sein Wirkmechanismus wurde anfanglich kontrovers diskutiert.
Spéater bewies man, dass SSTR 1 eine Inhibition der Adenylatcyclase bzw. eine Inhibition der
NHE1 (Na+/H+-Transporter Isoform 1) bewirkt. In M&usen und Ratten wurde Uber diese
Wirkmechanismen eine Modulation und Kontrolle der GH- und Somatostatin-Spiegel
nachgewiesen; beim Menschen bestatigte sich darlber hinaus ein antiproliferativer Effekt in
Endothelzellen im HUVA Modell am Beispiel der Umbilikalvene (Yamada et al. 1993,

Kreienkamp et al. 1999, Adams et al. 2004, Mastridimou und Thermos 2004).

Die SSTR 1-mRNA konnte mittels Blot-Verfahren zu hohen Anteilen im Jejunum und Magen
gefunden werden. Geringere Konzentrationen entdeckte man im Kolon, Kolonkarzinom und
der Niere. Weiterhin konnte SSTR 1 im Mause- und Rattenhirn und beim Menschen in der
Hypophyse, im frontalen Kortex, im Hippocampus und im Kleinhirn nachgewiesen werden
(Yamada et la. 1992c, Yamada et al. 1993, Li et al. 1992, Hou et al. 1994, Schindler et al.

1995).

1.3.2. SSTR 2

Der Somatostatin-Rezeptor 2 wird beim Menschen auf Chromosom 17g24 kodiert. Im
Gegensatz zu SSTR 1, 3, 4 und 5 fand man bei Untersuchungen am murinen SSTR 2-Gen
ein Intron am 3’-Ende des kodierenden Bereiches. Durch Splicing gelang es zwei Isoformen
zu klonieren (SSTR 2A und SSTR 2B), die sich in der Lange ihrer Aminosauresequenzen
unterscheiden. SSTR 2B ist mit einem Ruckstand von 23 Aminosauren die kurzere Variante

(Vanetti et al. 1992, Yamada et al. 1993, Guillermet-Guibert et al. 2005).

Bisher ist SSTR 2 beim Menschen in der Hypophyse, im Pankreas und im

Gastrointestinaltrakt gefunden worden. Bei Ratten und Mausen konnte er im Gehirn
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nachgewiesen werden. Darlber hinaus wurde der Subtyp SSTR 2A in enterochromaffin-
ahnlichen Zellen und in Nervenfasern, SSTR 2B hingegen in der Magenschleimhaut

gefunden (Schindler 1998a,b, Schulz et al. 1998, Allen 2003).

Im Gegensatz zu SSTR 1, der ausschlieRlich in Axonen nachgewiesen wurde und somit in
prasynaptische Mechanismen involviert ist, kommen die Subtypen SSTR 2A und 2B
vorwiegend im sensodendritischen Kompartiment vor, wodurch sie bei postsynaptischen

Prozessen eine Rolle spielen (Schulz et al. 1998a,b).

Die antiproliferative Wirkung von SSTR 2 wird Uber PTP-abhangige MAPK-Modulation
erreicht, die mit der Induktion des Retinoblastomsuppressor-Proteins (Rb-Protein) und der

p21-Aktivierung einhergehen (Sakanaka et al. 1994, Chen et al. 1997).

1.3.3. SSTR 3

Der Somatostatin-Rezeptor 3 wird auf dem Chromosom 22 kodiert, besteht aus 418
Aminosauren und besitzt eine molekulare Masse von 65-85 kDa. Wie bei den anderen
humanen SSTR ist das Rezeptor-Gen in seiner kodierenden Region intronlos (Yamada et al.

1992b, Corness et al. 1993, Helboe et al. 1997).

Anfanglich wurde fir SSTR 3 eine geringe Affinitdt gegentber Octreotid beschrieben
(Yasuda et al. 1992). Hoyer et al. ordnen ihn jedoch auf Grund seiner strukturellen
Besonderheiten und hohen Affinitdt zu den Somatostatin-Analoga zu den SRIF;. In seiner
Genomsequenz sind bis zu 90%ige Homologien zu SSTR 2 und 5 und 80%ige Homologien
gegenuber SSTR 1 und 4 zu finden (Hoyer et al. 1995). Bezlglich seiner Affinitat bevorzugt
er den Liganden sst-14 mit einem fast 4-fach héheren Bindungsvermdgen im Vergleich zu

sst-28 (Corness et al. 1993).

Wie auch bei den anderen vier SSTR erfolgt in der Signaltransduktionskasdade eine
Hemmung der Adenylatcyclase Uber ein heterotrimers, Pertussistoxin-sensitives Gi-Protein
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(Patel et al. 1994). Ist dieser erste Schritt erfolgt, kommt es zu einer Abnahme der
intrazellularen cAMP Konzentration, die mehrere Schritte nach sich zieht. Durch Aktivierung
von Phosphotyrosin-Phosphatasen (PTP) folgt eine Aktivierung des Tumorsuppressorgens
p53 und des pro-apoptotischen Bax-Proteins, die eine Apoptoseinduktion nach sich ziehen
(Sharma und Sirkant 1998). Zum anderen erfolgt eine PTP-abhangige MAPK-Modulation mit
erhohter Expression von p27Kip1, woruber ein Zellzyklusarrest eingeleitet wird und somit mit
einer Antiproliferation einhergeht (Lahlou et al. 2004). Eine andere Studie konnte beweisen,
dass in humanen mitogen-aktivierten Jurkat-Zellen (T-Lymphozyten) durch Somatostatin via
SSTR 3 ein Rickgang der IL-2 Sekretion erreicht wird, welcher eine verminderte T-

Zellproliferation zur Folge hat (Cardoso et al. 1998).

SSTR 3-mRNA konnte im humanen GroBhirn, Kleinhirn, frontalen Cortex, Hippocampus, in
T-Zellen (Jurkat), Abdomen (Leber und Milz) und in B-Zellen des Pankreas gefunden werden

(Yamada et al. 1992, Schindler et al. 1995, Kumar et a. 1999, Patel 1999).

1.3.4. SSTR 4

Die Kodierung des Somatostatin-Rezeptor 4 erfolgt auf dem Chromosom 20g11.2 (Xu et al
1993, Rohrer et al. 1993). Er ist hochaffin gegeniber sst-14 und -28, zeigt aber
interessanterweise nur ein sparliches Bindungsverhalten gegenitber den Somatostatin-
Analoga, was seine Funktion als diagnostisches und therapeutisches Zielobjekt begrenzt

(Rohrer et al. 1993).

Signaltransduktionsmechanismen werden uber die G/Gy-Protein-gekoppelte-Rezeptorfamilie
und anschlieBend Uber eine Inhibition der Adenylatcyclase erzielt. Weitere sekundare
Mechanismen laufen Udber noch unbekannte G-Proteine mit dem Effekt der
Kaliumkanalaktivierung und Kalziumkanalinhibition sowie Uber Aktivierung von Protein
Tyrosin-Phosphatasen, Na'/H*-Austauschern, MAPK Kaskaden und Phospholipase A,

(Kaupmann et al. 1993, Siehler und Hoyer 1999, Patel 1999). Stapanyan et al. wiesen SSTR
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4 in hypothalamischen Neuronen des Rattenhirnes nach, so dass die Mdglichkeit besteht,
dass SSTR 4 funktionell neben SSTR 1 und 2 als Effektor im Wachstumshormon-Kreislauf

agiert (Stepanyan et al. 2003).

Beim Menschen zeigt sich ein ubiquitares Vorkommen in Blutgefalen, im Hippocampus,
Lungengewebe, in der Plazenta und zytotrophoblastischen Zellen sowie eine sparliche
Expression in den B-Zellen des Pankreas. Bei Nagetieren konnte SSTR 4 im Hippocampus,
in der Amygdala, olfaktorischen Bulbus, Kortex, Hypothalamus sowie in der Milz, im Herz, in
der Aorta, Niere und in Magenepithelien des Fundus gefunden werden (Caron et al. 1997,

Kumar et al. 1999, Patel 1999).

1.3.5. SSTR 5

Die Kodierung des Somatostatin-Rezeptor 5 erfolgt auf dem Chromosom 16q13.2. Mit 364
Aminosauren erreicht er eine molekulare Masse von 52-55 kDa (Yamada et al. 1993,
Panetta et al. 1994, Helboe et al. 1997) und ist mit einer 12,6 fach groReren Bindungsaffinitat

fur sst-28 gegentber sst-14 gekennzeichnet (Panetta et al. 1994).

Die mRNA des hSSTR5 wurde im Dinndarm, Herz, in den Nebennieren, im Kleinhirn, in der
Hypophyse, Plazenta, im Skelettmuskel, nicht jedoch in Niere, Leber, Uterus, Thymusdrise,
Hoden, Milz, Lunge, Schilddrise, Ovar, Mamma oder zerebralem Kortex gefunden (O’Carroll
et al. 1994, Pannetta et al. 1994). Daneben werden alle Somatostatin-Rezeptoren in den -
Zellen des Pankreas exprimiert. SSTR 5 nimmt dabei eine Schlisselrolle im pankreatischen
Hormonkreis ein. Zusammen mit hSSTR 1 reguliert er Uber die Insulinausschuttung den
Glukose Metabolismus (Patel 1999, Patel et al. 2009). Bei Ratten wird die Wachstums-
hormonsekretion hypophysarer somatotropher Zellen vornehmlich zusammen mit SSTR 2

unterbunden (Kumar et al. 1997).
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1.3.6. SSTR und maligne Erkrankungen

Mittels molekularbiologischer Techniken lield sich das mMRNA-Expressionsmuster aller finf
Somatostatin-Rezeptoren bei verschiedenen Spezies weitgehend beschreiben. Beim
Menschen sind die Somatostatin-Rezeptoren im gesunden Organismus organ- bzw.
gewebespezifisch verteilt. In Tumorzellen gibt es allerdings heterogene Expressionsmuster.
SSTR 2 ist in 90% aller Karzinoide vorhanden. Der SSTR 5 findet sich bei 80% der
endokrinen pankreatischen Tumoren (de Herder und Lamberts 2002). Uberdies wurden sie
in einer groflen Anzahl anderer Tumoren nachgewiesen. Dazu gehoéren Hirntumoren
(Wachstumshormon-produzierende und hormoninaktive Hypophysentumoren, Meningeome,
Astrozytome, Neuro- und Medulloblastome), Akustikusneurinome und Phaochromozytome
sowie das medullare Schilddriisenkarzinom, kleinzellige Bronchialkarzinome, Lymphome und
Leiomyome und Karzinome des Magens, der Leber, Nieren, Prostata, Mamma und Ovarien
(Reubi 2003, Stafford et al. 2004). Deren Vorkommen beschrankt sich somit keinesfalls auf

neuroendokrine Tumoren.

In Anbetracht der vielféltigen physiologischen Funktionen der naturlichen Liganden (sst-14-
und 18) und des Effektes der Somatostatin-Analoga ist das Expressionsmuster der
Somatostatin-Rezeptoren im Magen- und Kolonkarzinom neben diagnostischer und
prognostischer Informationen insbesondere in Hinblick auf mdgliche therapeutische Ansatze
interessant. So konnte in vivo und in vitro eine Hemmung des malignen und auch benignen
Zellwachstums bewiesen werden (Weckbecker et al. 1998). Am Beispiel von Octreotid
gelang via Aktivierung der SSTR eine Stabilisation des Wachstumsprozesses
neuroendokriner Tumoren durch Inhibition von IGF-1 und der Angiogenese (Arnold et al.

1996).
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1.4. Aufgabenstellung

Die diagnostische und therapeutische Relevanz der Somatostatin-Rezeptoren ist bei der
Behandlung neuroendokriner Tumoren seit langem bekannt und etabliert. Da aber die
Expression von SSTR generell nicht auf neuroendokrine Tumoren begrenzt ist, besteht die
Moglichkeit, dass Somatostatin-Rezeptoren fir die Behandlung anderer, nicht-
neuroendokriner Tumoren ein potentielles, diagnostisches und therapeutisches ,Target” ist.
In deiser Studie sollte die Hypothese geprift werden, ob Magen- und Kolonkarzinome
Somatostatin-Rezeptoren  exprimieren, ob  deren Expression eine potentielle
tumorbiologische Relevanz hat und damit grundsatzlich zur Behandlung dieser
Tumorentitaten in Betracht kommen. Bisherige Arbeiten zum Magen- und Dickdarmkrebs
zeigen widersprichliche Resultate hinsichtlich des Expressionsverhaltens der Somatostatin-

Rezeptoren (Laws et al. 1997, Kostenich et al. 2005).

Die Expression der Somatostatin-Rezeptoren 1, 3, 4 und 5 wurde immunologisch im Magen-
und Kolongewebe untersucht und miteinander verglichen. Dafir wurde im ersten Schritt
anhand von Tissue Microarrays die Expression der Rezeptor-Subtypen in Magen- und
Kolonkarzinomen untersucht und mit den korrespondierenden Normalgeweben derselben
Patienten verglichen. Im zweiten Schritt wurden die Expressionsmuster mit verschiedenen
Patienten- und Tumorcharakteristika (Patientengeschlecht, Laurén-Klassifikation,
Primartumorstadium, Lymphknotenmetastasierungsstatus, histopathologischer

Differenzierungsgrad, UICC-Stadium) korreliert.

2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Die Praparate der Magen- und Kolongewebeproben stammen aus dem Archiv des Instituts

fur Pathologie der Otto-von-Guericke Universitat Magdeburg. Sie wurden wahrend der Jahre
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1995 bis 2005 von der Klinik fur Chirurgie des Universitatsklinikums im Rahmen von

Operationen gewonnen.

2.1.1. Charakterisierung des Patientenkollektivs — Magen

Die immunhistochemischen Untersuchungen erfolgten an Magenproben von insgesamt 181

Patienten, deren Eigenschaften einzeln in Tabelle 2.1.a aufgeschlisselt sind.

Zum Zeitpunkt der Operation lag das Alter der Patienten zwischen dem 25. und 87.
Lebensjahr, einem Mittel von 65,3 + 12,0 Jahren. Die Geschlechterverteilung wies eine

Verteilung von 112 (61,9%) Mannern zu 69 (38,1%) Frauen auf.

Tab.2.1.a: Magen — Patientenkollektiv fiir die inmunhistologische Untersuchungen an den Tissue Microarrays

Patienten [n(%)] 181
Alter [Mittelwert + Stabw.] 65,3 +12,0
Geschlecht Manner [(n%)] 112 (61,9)
Frauen [(n%)] 69 (38,1)
Tumortyp diffus [(n%)] 63 (34,8)
intestinal [(n%)] 118 (65,2)
T-Stadium pT1[(n%)] 19 (10,5)
pT2a [(n%)] 21 (11,6)
pT2b [(n%)] 56 (30,9)
pT3 [(n%)] 74 (40,9)
pT4 [(n%)] 11 (6,1)
N-Stadium pNO [(n%)] 50 (27,6)
pN1 [(n%)] 67 (37,0)
pN2 [(n%)] 38 (21,0)
pN3 [(n%)] 24 (13,3)
fehlend 2
M-Stadium pMO [(n%)] 1(0,6)
pM1 [(n%)] 28 (15,4)
pMx 152
UICC-Tumorstadium Stadium I [(n%)] 43 (23,8)
Stadium Il [(n%)] 45 (24,9)
Stadium Il [(n%)] 44 (24,3)
Stadium IV [(n%)] 49 (27,1)
Differenzierungsgrad G1[(n%)] 4 (2,21)
G2 [(n%)] 52 (28,7)
G3 [(n%)] 115 (63,5)
G4 [(n%)] 10 (5,5)
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Tab.2.1.b: Magen — Patientenkollektiv fiir die immunhistologische Untersuchungen an den Tissue Microarrays

Tumortyp Geschlecht Alter (Jahren)
ménnlich (%) weiblich (%)
diffus 31 (27,7) 32 (46,4) 67,1+ 11,0
intestinal 81 (72,3)* 37 (53,6) 62,2+ 13,4
*0<0,001

Von den 181 in Paraffin eingebetteten Magenkarzinomen waren 118 vom intestinalen Typ
und 63 vom diffusen Typ. 81 (72,3%) Mannern konnte ein Magenkarzinom vom intestinalen
Typ und 31 (37,3%) Mannern ein Magenkarzinom vom diffusen Typ zugeordnet werden. Bei
den Frauen verhielt sich diese Verteilung ausgewogener, 37 (53,6%) Patientinnen zeigten
ein Magenkarzinom vom intestinalen Typ und 32 (46,4%) Patientinnen ein Magenkarzinom

vom diffusen Typ.

GemaR des pTNM-Schemas konnten 19 Falle (10,5%) dem Stadium T1, 77 (42,5%) dem
Stadium T2, 74 (40,9%) dem Stadium T3 und 11 (6,1%) dem Stadium T4 zugeordnet
werden. Ein regionarer Lymphknotenbefall war bei 129 (71,3%) Patienten nachweisbar, bei
50 (27,6%) Patienten lag dieser nicht vor und konnte in 2 Fallen nicht beurteilt werden. 28
(15,4%) Patienten wiesen Fernmetastasen auf, 1 Patient (0,6%) hatte keine und bei 152
Fallen lagen keine Informationen vor. 4 (2,2%) von 182 Karzinomen waren gut differenziert
(G1), 52 (28,3%) maRig differenziert (G2), 115 (63,5%) gering differenziert (G3) und 10

(5,5%) undifferenziert (G4).

2.1.2. Charakterisierung des Patientenkollektivs — Kolon

In diesem Kollektiv waren 82 Patienten eingeschlossen, deren Eigenschaften in Tabelle

2.1.c aufgezeigt sind.

Zum Zeitpunkt der Operation waren die 82 Patienten 35 bis 91 Jahre alt (Mittel 65,6 + 12,1
Jahre). Das Geschlechterverhaltnis wies eine Verteilung von 49 (59,8%) mannlichen zu 33

(40,2%) weiblichen Patienten auf.
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Entsprechend des pTNM-Schemas der UICC von 2002 konnten 3 (3,7%) Falle dem Stadium
T1, 13 (15,9%) Félle dem Stadium T2, 55 (67,1%) Falle dem Stadium T3 und 10 (12,2%)
Falle dem Stadium T4 zugeordnet werden. In einem Fall war der Primartumor nicht
beurteilbar. Regionare Lymphknotenmetastasen waren bei 36 (43,9%) Patienten zu finden,
43 (52,4%) Patienten zeigten keinen Befall und in 3 Fallen konnte der Nodalstatus nicht
beurteilt werden. Fernmetastasen wiesen 11 (13,4%) Patienten auf; 39 (47,6%) waren frei
von diesen. Bei 32 Patienten wurden diesbezlglich keine Angaben gemacht. Von den 82

Karzinomen waren 3 (3,7%) gut, 73 (89,0%) mittelgradig und 6 (7,3%) gering differenziert.

Tab.2.1.c: Kolon — Patientenkollektiv fiir die imnmunhistologische Untersuchung an den Tissue Microarrays

Patient [(n%)] 82
Alter [Mittelwert = Stabw.] 65,6 + 12,1
Geschlecht Manner [(n%)] 49 (59,8)
Frauen [(n%)] 33 (40,2)
T-Stadium pT1 [(n%)] 3(3,7)
pT2 [(n%)] 13 (15,9)
pT3 [(n%)] 55 (67,1)
pT4 [(n%)] 10 (12,2)
pTx 1
N-Stadium pNO [(n%)] 43 (52,4)
pN1 [(n%)] 18 (22,0)
PN2 [(n%)] 18 (22,0)
pNx 3
M-Stadium pMO [(n%)] 39 (47,6)
pM1 [(n%)] 11 (13,4)
pMx 32
UICC-Tumorstadium Stadium I [(n%)] 13 (15,9)
Stadium Il [(n%)] 32 (39,0)
Stadium 11 [(n%)] 24 (29,3)
Stadium IV [(n%)] 12 (14,6)
fehlend 1
Differenzierungsgrad G1[(n%)] 3(3,7)
G2 [(n%)] 73 (89,0)
G3 [(n%)] 6 (7,3)
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2.2. Probenvorbereitung

2.2.1. Antikorper

Die flir diese Arbeit verwendeten Kaninchen-Antikorper wurden freundlicherweise von
Professor Dr. med. S. Schulz (Universitdt Jena) zur Verfigung gestellt. Die Grundlage
bildeten hierbei kommerziell erhaltliche Aminosduresequenzen (anti-ssty [Produkt Nr. 4819],
anti-sst; [4823], anti-ssty [6002], anti-sst; [6006]) der Firma Gramsch Laboratories,

Schwabhausen, Deutschland.

2.2.2. Tissue Microarray

Alle hier untersuchten Gewebeproben sind in 10% gepuffertem Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet worden. Die histologische Begutachtung der Préparate erfolgte an HE-

gefarbten Schnittpraparaten.

Fir die Herstellung der Tissue Microarray wurden auf den Objekttrdgern tumorhaltige Areale
und tumorfreie Schleimhaut markiert und auf die korrespondierenden Paraffinblécke
Ubertragen. Aus diesen Gewebebldcken wurden mittels des MTA Booster Tissue Arrayers
(Alpha Metrix Biotech GmbH, Rédermark, Deutschland), Gewebeproben als 0,6mm dicke
Stanzen entnommen und in einen Empfangerparaffinblock gebracht. Eine Gruppe bestand
jeweils aus 6 Proben des Adenokarzinoms und 6 Proben Normalgewebe des gleichen

Organs eines Patienten.

Von diesem neuen Paraffinblock wurden am Rotationsmikrotom (Microtom HM 335E,
MICROTOM GmbH, Walldorf, Deutschland) Serienschnitte mit einer Dicke von 3um fur die
immunhistologischen Farbungen hergestellt und auf Superfrost-Ultra-Plus-Objekttrager
(Menzel, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen. In den Tissue Microarrays waren nicht

alle Zell- und Gewebearten gleich haufig vertreten.
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2.3. Immunhistochemische Farbung

Zum Nachweis der einzelnen Somatostatin-Rezeptoren im Magen- und Kolongewebe wurde
die Immunhistochemie verwendet. Immunfarbungen erfolgten fir SSTR 1, 3, 4, 5 an den

Magen- und fir SSTR 1, 3, 4 an den Kolonproben.

Die Paraffinschnitte wurden im Brutschrank bei 60°C Uber Nacht getrocknet. Die
Entparaffinisierung und Rehydrierung erfolgte 3 x 5min mit Xylol und einer absteigenden
Alkoholreihe (100%, 96%, 75%). Um in der weiteren Verarbeitung der Schnitte ein
Austrocknen der Praparate zu vermeiden, wurde die jeweilige Inkubation in einer feuchten

Kammer durchgefihrt.

Die hitzeinduzierte Antigendemaskierung erfolgte fur SSTR 1 in den Magen- und
Kolonpraparaten mit 1mM EDTA-Puffer (29,29 EDTA-Substrat [Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen Deutschland], 11 dH,0O, pH 8,0, 1:100 verdiinnt) bzw. fur SSTR 3, 4 und
5 mit 0,1M Na-Citratpuffer (Zusammenfihrung von 75ml Stammlésung A: 29,49
Trinatriumcitrathydrat [Firma Merck, Darmstadt, Deutschland], 11 dH,O; 25ml Stamml&sung
B: 2,4g Citronensaure-Monohydrat [Firma Merck, Darmstadt, Deutschland], 200ml dH,0O;
900ml dH,0) in der Mikrowelle fir 3 x 10min bei 600W. Nach 10-minltigem Abkuhlen der
Praparate bei Raumtemperatur und anschlieRender Wasserung sowie Spulung in Tris-Puffer
(9g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan [Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz], 68,5g Tris-
HCL [Firma Merck, Darmstadt, Deutschland], 87,8g NaCl [Roth, Karlsruhe, Deutschland], 1l
dH,O, 1:10 verdinnt) wurde der Primarantikérper in RPMI-Puffer (5ml RPMI-Medium
[Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland], 500mg fetales Kalberserum [Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Deutschland], 50ml dH,O, 50ug Natriumazid, pH 7,4-7,6) verdinnt aufgetropft
(100ul/Schnitt). Das Verdunnungsverhaltnis Primar-AK/RPMI betrug 1:5 fur (SSTR 1, 3 und
4) oder 1:20 (SSTR 5). Die Schnitte wurden in einer feuchten Kammer untergebracht und fir
60min bei 37°C inkubiert. Die folgende Sekundarantikdrperreaktion wurde mit Hilfe des

Avidin-Biotin-Komplexes sichtbar gemacht. Nach mehrmaligen Tris-Puffer Spllungen wurde
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der biotinmarkierte Sekundarantikérper (anti-rabbit 1gG) in einer Verdinnung von 1:100
appliziert und bei Raumtemperatur fir 30min in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach
erneutem dreimaligem Spilen wurde das Praparat 30min bei Raumtemperatur in verdiinnter
alkalischer Phosphatase konjugierter Streptavidin-Loésung inkubiert. Danach wurde
wiederholt mit Tris-Puffer gespillt und Fast Red aufgetragen. Daflr wurde eine ,Fast-Red"-
Tablette in 4ml dH,0 in 4 Tropfen des mitgelieferten Tris-Spulpuffers geldst, durch den vom
Hersteller mitgelieferten Filter gemal Angaben geklart und auf das Praparat aufgetropft. Die
Einwirkdauer betrug 15min in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur. Zur
Gegenfarbung der Zellkerne wurde Hamalaun nach Mayer genutzt, um die Schnitte zum
Schlufd mit Gelantine einzudecken. Als Positivkontrolle wurde Hypophysengewebe benutzt,

als Negativkontrolle Magen- bzw.- Kolongewebe ohne Primarantikorper.

3. Auswertung

3.1. Lichtmikroskopische Auswertung

Bei der Auswertung der Praparate wurde am Lichtmikroskop Olympus Vanox AHBT 3
(Olympus optical co., LTD. Japan) unter 20-, 100-, 200- und 400-facher VergroRerung die
Expression der Somatostatin-Rezeptoren in Tumorzellen, -stroma, Driisen, Foveolarepithel,
Krypten und Bindegewebe beurteilt. Dabei wurden die immunhistochemischen Farbungen
entsprechend ihrer Intensitatsstufen mit einem Punktesystem kategorisiert. Die
Farbeintensitat wurde fiir jede Stanze einzeln geschatzt und staffelte sich auf einer Skala
von 0 bis 3 (0 = keine, 1 = schwach, 2 = mittlere/maRig und 3 = stark positive Anfarbung).
Um die Auswertung zu objektivieren, erfolgte an einigen Schnitten eine exemplarische

Zweitdurchsicht.
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Tab.3.1.a: Beispiel fiir die tabellarische Auswertung — Magen

Falinr. Magen Lokalisation TU Stroma Interstitium Driisen Fo IM
Fall 1 NT Co 0 2
Co 1 2
Co 0 2
M 2 2 1
Co 0 2 2
Co+ Fo 0 2 3
TU Tu 3 0
Tu 3 0
Tu 3 1
Tu 3 0
Tu 3 0
Tu 3 0
Erklérung:
Tu = Tumor NT = Nicht Tumor
Co = Corpus Fo = Foveolen

IM = intestinale Metaplasie

Nach der mikroskopischen Auswertung wurden die Werte der Einzelstanzen eines Patienten
addiert und durch die Zahl der Stanzen dividiert, um einen fallbezogenen mittleren
Immunreaktivitdtsscore zu erhalten. Bedingung hierfir war das Vorhandensein von

mindestens = 2 Stanzen pro Fall.

Bsp. fur die Ermittlung der mittleren Farbeintensitat: drei Stanzen mit Corpusdrisen, erste
Stanze- Driise mit der Farbeintensitat 1, zweite Stanze- Drise mit der Farbeintensitat 2,
dritte Stanze- Driise mit der Farbeintensitat 3. Die Summe der Farbeintensitaten betragt 6.

Es wurde anschlieRend durch 3 dividiert und eine mittlere Farbeintensitat von 2 errechnet.

3.2, Statistische Methoden

Die erfassten Daten wurden mit Hilfe von Microsoft Excel, Version 12.0 dargestellt, ihre

Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS 17.0, Version 17.0.0.

Hierbei wurden fur die Magen- bzw. Kolonproben die Parameter Primartumorstadium,
Metastasierung in regiondre Lymphknoten, histopathologischer Differenzierungsgrad, UICC-
Stadium und Geschlecht entsprechend ihrer Farbeintensitdt in Tumorzellen, tumorfreier

Schleimhaut (Corpus, Antrum und Foveolarepithel) und in der metaplastischen Schleimhaut
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zueinander in Beziehung gesetzt. AulRerdem erfolgte eine Untersuchung des Tumorsstromas
fur intestinale und diffuse Magenkarzinome. Auf Grund fehlender Angaben wurde auf eine

Auswertung des Merkmals Fernmetastasierung (M-Stadium) verzichtet.

Einerseits wurden die Haufigkeiten der einzelnen Variablen bestimmt, anderseits wurden
ausgewahlte Variablen mit Hilfe einer univariaten Analyse auf signifikante Unterschiede
untersucht. Dimensionale Werte wurden in Form von Mittelwerten und ihrer + Standard-
abweichung angegeben. Wurde die Abhangigkeit metrischer und gruppierter Variablen
untersucht, kam als Mittelwertvergleich entweder der zweiseitige t-Test fir unabhangige bzw.
gepaarte Stichproben oder die einfaktorielle Varianzanalyse (ONEWAY ANOVA) zur
Anwendung. Bei Signifikanz wurde dann der POST HOC-Test verwendet, um mit Hilfe
dieses Mehrfachvergleiches herauszufinden, zwischen welchen Gruppen es signifikante
Unterschiede gab. Beim Vergleich von gruppierten Variablen (z.B. Geschlecht vs. T-Stadium,
Geschlecht vs. Laurén-Klassifikation) wurden bei der Auswertung Kreuztabellen erstellt und
der »-Test nach Pearson angewendet. War die Voraussetzung dafiir nicht gegeben, wurde
der exakte Test nach Fisher durchgefuhrt. Bei der Analyse von metrischen mit
ordinalskalierten Variablen wurde die Korrelation (Kendall Tau b) bestimmt. Dabei galten p-

Werte unter 0,05 als signifikant und Werte unter 0,01 als hochsignifikant.

4. Ergebnisse

Als Mal} fir den Grad der Expression wurde ein Immunreaktivitdtsscore bestimmt. Dieser
bertcksichtigt die mittlere Farbeintensitat des untersuchten immunreaktiven Gewebes von
durchschnittlich 6 neoplastischen und 6 nichtneoplastischen Stanzen pro Patient. In den

Tissue Microarrays waren nicht alle Zell- und Gewebearten gleich haufig vertreten.
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4.1. Expression der Somatostatin-Rezeptoren im Magen

Die zusammenfassende Darstellung der Somatostatin-Rezeptor Expression findet sich in

Tabelle 4.1.a und b.

Tab. 4.1.a: Expression der Somatostatin-Rezeptoren im Magen

SSTR 1
tumorfreie
Schleimhaut
positive 161/161(100%)
Immunreaktivitat 2,3

IRS (Mittelwert)

Magenkarzinom
Positive
Immunreaktivitat
IRS (Mittelwert)

Intestinale
Metaplasie
Positive
Immunreaktivitat
IRS (Mittelwert)

128/165 (78%)

1.1

58/58 (100%)
2,4*

SSTR 3

114/170 (67%)
0,3*

6/174 (3%)
0,01

6/54 (11%)
0,1

SSTR 4

78171 (45%)
0,1*

5/175 (3%)
0,01

1/60 (2%)
0,01

SSTR 5

143/162 (88%)
1*

58/165 (34%)
0,3

43/53 (81%)
1*

* p<0,001 gegeniiber dem Magenkarzinom

Tab. 4.1.b: Expression der Somatostatin-Rezeptoren im Magen: tumorfreie Schleimhaut und Magenkarzinom

Corpus
Tumorfreie
Schleimhaut
positive Antrum
Immunreaktivitat
IRS (Mittelwert)
Foveolen
Magenkarzinom diffus
positive
Immunreaktivitat
IRS (Mittelwert) intestinal

SSTR 1

135/136 (99%)
2,2

49/53 (92%)
1,3

149/149 (100%)
2,7
36/57 (63%)
0,6

93/108 (86%)
1,4*

SSTR 3

109/127 (86%)
0,7

1/80 (1%)
0,01

27/153 (18%)
0,1
1/61 (2%)
0

51113 (4%)
0

SSTR 4

39/124 (31%)
0,1

0/81 (0%)
0

54/156 (35%)
0,2
1/62 (2%)
0

41114 (4%)
0

SSTR 5

117/129 (91%)
1,9

4161 (7%)
0,1

59/145 (41%)
0,6
11/63 (17%)
0,1

48/103 (47%)
0,4*

* p<0,001 gegeniiber dem diffusen Magenkarzinom

In Tabelle 4.1.c sind nur diejenigen Patienten aufgefiihrt, die eine Beurteilung aller

untersuchten

Schleimhaut zulieRen.

Somatostatin-Rezeptoren

neoplastischer und

nichtneoplastischer
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Tab.: 4.1.c: Expression der Somatostatin-Rezeptoren im Magen

Anzahl SSTR1 SSTR 3 SSTR 4 SSTR 5
Magenkarzinom
Positive 143 109 (90,2%) 5 (3,5%) 5 (3,5%) 55 (38,5%)
Immunreaktivitat 1,1 0 0,01 0,3
IRS (Mittelwert)
diffus 54 35 (64,8%) 1(1,9%) 1(1,9%) 10 (18,5%)
0,7 0 0 0,1
intestinal 89 74 (83,1%) 4 (4,5%) 4 4,5%) 45 (50,6%)
1,3* 0,01 0,01 0,4**
tumorfreie
Schleimhaut
positive 144 144 (100%) 98 (68,1%) 69 (47,9%) 128 (88,9%)
Immunreaktivitat 2,3* 0,3* 0,1 1,0*

IRS (Mittelwert)

* p<0,001 gegeniiber dem Magenkarzinom, **p<0,001 gegentiber dem diffusen Magenkarzinom

4.1.1. Expression von SSTR 1

Es zeigte sich, dass SSTR 1 im Tumor, in der intestinalen Metaplasie und im gesunden
Gewebe exprimiert wird. Die Analyse zeigte eine zytoplasmatische und membranare

Farbung.

In den Drisen des normalen Magengewebes war in allen Fallen (100%) eine positive
Immunreaktivitdt mit einer mittleren Starke von 2,4 zu verzeichnen. Teilweise waren diese
Farbungen unterschiedlicher Intensitat. Kein Fall wies keine Anfarbung, zwei Falle eine

schwache, 32 Falle eine mittlere und 127 Falle eine stark positive Immunreaktion auf.

Das Foveolarepithel zeigte in allen untersuchten Proben (100%) mit einem mittleren IRS von
2,7 eine positive Immunreaktion (141 Falle (95%) waren stark positiv (2-3)). Bei 33 Féllen
war kein Foveolarepithel enthalten. Corpusdriisen waren in 99% der Falle positiv und zeigten
eine mittlere Farbeintensitat von 2,2. Antrumdrisen waren in 92% der Falle positiv. Das
Ausmal dieser Reaktion war weniger deutlich und lag im Mittel bei 1,3 (4 Falle keine, 6 eine
schwache, 29 eine mittlere und 14 Faélle eine starke Anfarbung). Die Fibroblasten des nicht

neoplastischen Bindegewebes und die glatte Muskulatur von GefaRen waren bei einigen
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Fallen schwach immunreaktiv. Stark positive Immunreaktionen zeigten Granulozyten und

Makrophagen der Lamina propria.

128 von 165 (78%) Magenkarzinome wiesen immunreaktive Tumorzellen einer Starke von
1,1 auf. Tumorzellen vom diffusen Magenkarzinom zeigten eine schwache bis mittelgradige
Immunreaktion (im Durchschnitt 0,6) in 63% der Falle. Tumorzellen des intestinalen
Magenkarzinoms lielen eine basal betonte zytoplasmatische Farbung mit vesikularen
Mustern erkennen und wiesen im Durchschnitt einen IRS von 1,4 auf (93 (86%) von 108
Falle waren positiv; 14 negativ, 10 schwach, 56 mittelgradig, 27 stark positiv). Fibroblasten

des Tumorstromas zeigten wiederholt eine schwache zytoplasmatische Immunreaktion.

In den Drisen der metaplastischen Schleimhaut konnte, wie bei der nichtneoplastischen
Schleimhaut, in allen untersuchten Fallen eine positive Immunreaktion verzeichnet werden

(IRS 2,4; 0 Falle negativ, 32 Falle mittelgradig und 18 Falle stark positiv, 123 Falle enthielten

keine metaplastische Schleimhaut).
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Abb.4.1.1.: Expressionsmuster von SSTR 1 in tumorfreier Schleimhaut (Seite 42 links), intestinaler Metaplasie
des Magens (Seite 42 rechts), Magenkarzinom vom diffusen (unten links) und intestinalen Typ (unten rechts).
OriginalvergréBerung x 400.

4.1.2. Expression von SSTR 3

SSTR 3 wurde nur schwach in tumorfreier Schleimhaut und intestinaler Metaplasie
nachgewiesen. Es waren zytoplasmatische und membranare Farbungen zu erkennen. Das

Expressionsmuster wurde in Abbildung 3 festgehalten.

Die Drisen des normalen Magengewebes wiesen bei 67% der Falle (114 von 170 Fallen)
eine schwach positive Immunreaktivitat (0,3) auf. Das Ausmall der Farbung war in
Corpusdrusen in 86% der Falle (109 von 127 Fallen) mit einem IRS von 0,7 deutlicher als in
den Antrumdrisen, die nur in einem einzigen Fall immunreaktiv waren (1 (1%) aus 80
Fallen). Das Foveolarepithel zeigte in 27 von 153 Fallen (18%) eine positive Immunreaktivitat
von maximal 0,1 im Mittel auf. 126 Falle waren negativ, in 28 Fallen wurde das

Foveolarepithel nicht erfasst.

Die Tumorzellen des intestinalen und diffusen Magenkarzinoms waren in allen untersuchten
Fallen (100%) immunnegativ. Fibroblasten der nichtneoplastischen Schleimhaut und des

Tumorstromas waren unregelmafig verteilt schwach immunreaktiv.
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Abb.4.1.2.: Expressionsmuster von SSTR 3 in tumorfreier Schleimhaut (oben links), intestinaler Metaplasie (oben
rechts), Magenkarzinom vom diffusen (unten links) und intestinalen Typ (unten rechts). OriginalvergréBerung x
400.

4.1.3. Expression von SSTR 4

Fir SSTR 4 zeigte sich im gesunden Gewebe und in der intestinalen Metaplasie eine
schwache Immunreaktion. Es lieBen sich membrandre Farbungen verzeichnen. Bei 171
Patienten konnten Drusen der tumorfreien Schleimhaut untersucht werden. 45% (78 von 171
Fallen) dieser Falle wiesen ein mittleren IRS von 0,1 auf (93 Falle negativ, 78 Falle schwach
positiv). Antrumdrisen zeigten keine Immunreaktivitat. Corpusdriisen waren in 39 (31%) von
124 Fallen schwach positiv (0,1). Das Foveplarepithel zeigt in 35% (54 von 156) der Falle ein

mittleren IRS von 0,2.
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Tumorzellen des intestinalen und diffusen Magenkarzinoms zeigten in nur je 5 Fallen eine

schwache Immunreaktion.

Die Drisen der metaplastischen Schleimhaut waren in nur 1 Fall schwach positiv. In ihr
zeigte sich eine zytoplasmatische Farbung. 59 Proben waren negativ und 122 Proben

enthielten keine intestinale Metaplasie.

Fibroblasten der nichtneoplastischen Schleimhaut waren in allen Fallen negativ. Dagegen
zeigten sich ungleichmaRig verteilt schwach positive Fibroblasten im Tumorstroma und
schwach positive glatte Muskelzellen von Gefalen im malignen Gewebe. Das starkste

Signal (2-3) erhielt man von einzelnen Immunzellen der Lamina propria.

Abb.4.1.3.: Expressionsmuster von SSTR 4 in tumorfreier Schleimhaut (oben links), intestinaler Metaplasie (oben
rechts), Magenkarzinom vom diffusen (unten links) und intestinalen Typ (unten rechts). OriginalvergréBerung x
400.
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4.1.4. Expression von SSTR 5

Es zeigte sich, dass SSTR 5 im Tumor, im gesunden Gewebe und in der intestinalen
Metaplasie exprimiert wird. In 88% der Falle (143 von 162) zeigten Driusen der tumorfreien
Schleimhaut eine positive Immunreaktion (IRS 1,0). Das Ausmal} dieser Reaktion war sehr
viel deutlicher im Corpus als im Antrum des Magens zu erkennen. Corpusdrisen waren in
91% der 129 Falle maRig positiv (IRS 1,9; 12 Falle zeigten keine, 13 Falle eine schwache, 30
Falle eine mittlere und 74 Félle eine starke Anfarbung). Antrumdrisen zeigten nur eine
schwache Immunreaktion (IRS 0,1); 57 Falle waren negativ, 120 Proben enthielten keine
Antrumdrisen. Es waren sowohl membranare als auch zytoplasmatische Farbungen des

Drisenkoérpers zu erkennen.

Das Foveolarepithel wies einen mittleren IRS von 0,6 auf. 41% der Falle (59 von 145) waren
positiv. Das Epithel der metaplastischen Schleimhaut war bei 81% der Falle (43 von 53)

immunreaktiv (7 schwach positiv, 29 mittelgradig und 7 stark positiv).

58 (34%) von 165 Magenkarzinomen wiesen SSTR 5 immunreaktive Tumorzellen (IRS 0,3)
auf (107 Falle zeigten keine, 38 eine schwache, 15 eine mittlere und 4 Falle eine starke
Anfarbung). Die mittlere Farbeintensitat der Tumorzellen war bei den intestinalen Tumoren
etwas starker ausgepragt (intestinal: IRS 0,4, 47% positive Falle, 55 Falle waren negativ;
diffus: IRS 0,1, 17% positive Félle). Die glatte Muskulatur der Lamina muscularis propria
zeigte in einigen Fallen eine mittelgradig positive Immunreaktion. Fibroblasten des

Tumorstromas waren in wenigen Fallen schwach immunreaktiv.
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Abb.4.1.4.: Expressionsmuster von SSTR 5 in tumorfreier Schleimhaut (oben links), intestinaler Metaplasie (oben
rechts), Magenkarzinom vom diffusen (unten links) und intestinalen Typ (unten rechts). Originalvergré3erung x
400.

4.1.5. Statistische Auswertung — SSTR 1, 3,4 und 5

In der statistischen Auswertung wurden die Parameter Geschlecht, TNM-Klassifikation,
UICC-Stadium und histopathologischer Grad mit der Farbeintensitat der Tumorzellen, der
tumorfreien und metaplastischen Schleimhaut verglichen. Das Bindegewebe und
Tumorstroma wurde auf Grund seiner geringen Anzahl an positiven Fallen nicht verwendet.
Das Merkmal Fernmetastasierung (M) besall durch zahlreiche fehlende Angaben keine

Aussagekraft.
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SSTR 1

In den 156 betrachteten Stichproben ergab sich in der Auswertung des Grades der
Expression von SSTR 1, dass SSTR 1 in der tumorfreien, nicht metaplastischen Schleimhaut
signifikant starker als beim Magenkarzinom (p<0,001) exprimiert war. Im Vergleich von
Magenkarzinom und metaplastischer Schleimhaut konnten 55 Stichproben betrachtet
werden; hier zeigte sich fir SSTR 1 eine signifikant starkere Expression in der intestinalen
Metaplasie (p<0,001). Kein statistisch signifikanter Unterschied war im Vergleich von
tumorfreier und metaplastischer Schleimhaut (p=0,1) zu finden. Beim Magenkarzinom
exprimierten Tumoren vom intestinalen Typ signifikant starker SSTR 1 als die des diffusen
Types (p<0,001). Ein Unterschied bezlglich des Geschlechts konnte nicht ermittelt werden

(p=0,53).

In den Rangkorrelationsuntersuchungen zeigte sich fur das Magenkarzinom eine statistisch
signifikante Korrelation fir das Primartumorstadium (Kor -0,144, p=0,018) und den
Differenzierungsgrad (Kor -0,304, p<0,001). Was bedeutet, dass mit zunehmendem T-
Stadium bzw. abnehmendem Differenzierungsgrad eine Abnahme der SSTR 1 Expression
zu verzeichnen war. Dabei ergab sich in der Varianzanalyse der mittleren Expressionsstarke
fur das histopathologische Stadium G2 (maRig differenziert) eine signifikant starkere
Expression von SSTR 1 gegenlber den undifferenzierten (G4) Magenkarzinomen. Eine
Beziehung zum Metastasierungsstatus in regionaren Lymphknoten und dem UICC-Stadium

konnte nicht ermittelt werden.

SSTR 3

In den 167 betrachteten Stichproben ergab sich in der Auswertung des Grades der
Expression von SSTR 3, dass SSTR 3 in der nichtneoplastischen Schleimhaut signifikant
starker als in der metaplastischen Schleimhaut (p<0,05) und der neoplastischen

Schleimhaut (p<0,001) exprimiert war. Die metaplastische Schleimhaut wiederum
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exprimierte SSTR 3 signifikant starker als die neoplastische Schleimhaut des Magens

(p<0,001).

Bei den Magenkarzinomen exprimierten Tumoren vom intestinalen Typ signifikant starker
SSTR 3, als die des diffusen Types (p=0,049). Ein Unterschied bezliglich des Geschlechts
konnte nicht nachgewiesen werden (p=0,32). Fir die SSTR 3 tragenden Tumorzellen zeigte
sich keine Korrelation zur Ausbreitung des Primartumors, der Metastasierung in regionare

Lymphknoten, dem histopathologischen Grad oder dem UICC-Stadium.

SSTR 4

In den 167 betrachteten Stichproben ergab sich in der Auswertung des Grades der
Expression von SSTR 4, dass SSTR 4 in der nichtneoplastischen Schleimhaut signifikant
starker als in den Tumorzellen des Magenkarzinoms (p<0,001) exprimiert war. Im Vergleich
von Magenkarzinom und metaplastischer Schleimhaut konnte fir die 59 Stichproben kein
Unterschied ermittelt werden. Dagegen wurde SSTR 4 mit einer mittleren Farbeintensitat von
0,07 signifikant starker in nichtneoplastischer gegeniber metaplastischer Schleimhaut
exprimiert (p<0,001). Bezlglich des Tumortyps und Geschlechts konnte kein nennenswerter
Unterschied aufgezeigt werden. Die SSTR 4 exprimierenden Tumorzellen zeigten keine
Korrelation zur Ausbreitung des Primartumors, der Metastasierung in regionare

Lymphknoten, dem histopathologischen Grad oder dem UICC-Stadium.

SSTR 5

In den 158 betrachteten Stichproben ergab sich in der Auswertung des Grades der
Expression von SSTR 5, dass SSTR 5 in der tumorfreien nicht metaplastischen Schleimhaut
signifikant starker als beim Magenkarzinom (p<0,001) exprimiert war. Im Vergleich von
Magenkarzinom und metaplastischer Schleimhaut konnten 51 Stichproben betrachtet
werden. Hier zeigte sich fir SSTR 5 eine signifikant starkere Expression in der intestinalen
Metaplasie (p<0,001). Kein signifikanter Unterschied war fiur die tumorfreie und

metaplastische Schleimhaut (p=0,7) oder hinsichtlich des Geschlechts (p= 0,09) zu ermitteln.
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Magenkarzinome vom intestinalen Typ exprimierten SSTR 5 signifikant starker als die des
diffusen Typs (p<0,001). Bezuglich des Primartumorstadiums und des histopathologischen
Grades fand sich mit Zunahme des T-Stadiums (Kor -0,131, p=0,047) bzw. mit Abnahme des
Differenzierungsgrades (Kor -0,180, p=0,009) eine signifikant schwachere Auspragung von
SSTR 5. Dabei exprimierten maRig differenzierte Magenkarzinome signifikant starker SSTR
5 als schlecht differenzierte. Eine Beziehung zum Nodalstatus oder dem UICC-Stadium

konnte nicht gefunden werden.

4.2. Expression der Somatostatin-Rezeptoren im Kolon

Die zusammenfassende Darstellung der Somatostatin-Rezeptor Expression im Kolongewebe

findet sich in Tabelle 4.2.a.

Tab. 4.2.a: Expression der Somatostatin-Rezeptoren im Kolon

SSTR 1 SSTR 3 SSTR 4
tumorfreie Schleimhaut
positive Immunreaktivitat 54/61 (89%) 0/63 (0%) 12/61 (20%)
IS (Mittelwert) 1,2* 0 0,1**
Kolonkarzinom
positive Immunreaktivitat 56/71 (79%) 0/79 (0%) 6/69 (9%)
IS (Mittelwert) 0,6 0 0,02

*p<0,001 **p<0,05 gegeniiber dem Kolonkarzinom

In Tabelle 4.2.b wurden diejenigen Patienten aufgefiihrt, die eine Beurteilung aller
untersuchten Somatostatin-Rezeptoren in  neoplastischer und nichtneoplastischer

Schleimhaut zulielRen.

Tab.4.2.b: Expression der Somatostatin-Rezeptoren im Kolon

Anzahl SSTR 1 SSTR 3 SSTR 4
tumorfreie Schleimhaut
positive Immunreaktivitat 52 47 (90,4%) 0 (0%) 12 (23,1%)
IS (Mittelwert) 1,3* 0 0,1**
Kolonkarzinom
positive Immunreaktivitat 61 49 (80,3%) 0 (0%) 5(8,2%)
IS (Mittelwert) 0,6 0 0,02

*p<0,001 **p<0,05 gegeniiber dem Kolonkarzinom
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4.2.1. Expression von SSTR 1

Es zeigte sich, dass SSTR 1 im Tumor und im gesunden Gewebe exprimiert wird. Die
Analyse war jedoch vielfach unregelmafig. Die Farbungen waren sowohl zytoplasmatisch
als auch membranstandig lokalisiert. Die Kryptenepithelien des normalen Kolongewebes
wiesen in 89% der Falle (54 von 61) eine positive Immunreaktivitdt mit einer mittleren Starke
von 1,2 auf. Davon waren 7 nicht, 9 schwach, 35 maRig und 10 Falle stark positiv. Die
starkste Immunreaktion zeigte sich jedoch in Immunzellen der Lamina propria. Sowohl im
gesunden Gewebe als auch im Tumorstroma zeigten diese Zellen die starkste positive
Reaktion. Fibroblasten des nichtneoplastischen Bindegewebes dagegen waren immer

negativ.

79% (56 von 71) der Karzinompraparate zeigten eine positive Immunreaktion der
Tumorzellen. Das Ausmalt dieser Reaktion war mit einem Mittelwert von 0,6 weniger
deutlich, als das des gesunden Gewebes (keine: 15, schwache: 33, mittlere: 21 und starke
Anfarbung: 2 Falle). Die Fibroblasten des Tumorstromas waren auch diesmal hauptsachlich
negativ. Schwache positive Markierungen erschienen auf Grund der Unregelmafigkeit als
nicht verlasslich. Die glatte Muskulatur kleiner GefalRe lie3 gelegentlich eine positive

Immunreaktion im gesunden und malignen Gewebe erkennen.
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Abb.4.2.1.: Expressionsmuster von SSTR 1 in tumorfreier Schleimhaut (links) des Kolons, Kolonkarzinom
(rechts). OriginalvergréBerung x 400.

4.2.2. Expression von SSTR 3

Die tumorfreie Schleimhaut zeigte in allen untersuchten Fallen (100%) Immunnegativitat.
Sowohl an der apikalen Membran und der luminalen Oberflache als auch an der
regenerativen Zone der Kolonkrypten lie3 sich keine Expression verzeichnen. Das
korrespondierende neoplastische Gewebe, wie Tumorzellen und Fibroblasten des
Tumorstromas, war ebenfalls negativ. Die Abbildung 4 stellt tumorfreie Schleimhaut (links)

und Kolonkarzinom (rechts) dar.
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Abb.4.2.2.: Expressionsmuster von SSTR 3 in tumorfreier Schleimhaut (links) des Kolons, Kolonkarzinom
(rechts). OriginalvergréBerung x 400.

4.2.3. Expression von SSTR 4

Es zeigte sich, dass SSTR 4 im Tumor und im gesunden Gewebe des Kolons exprimiert
wird. Intrazytoplasmatische Farbungen in vesikularen Mustern konnten verzeichnet werden.
Die Epithelien der nichtneoplastischen Schleimhaut zeigten in 20% der Falle (12 von 61)
eine schwach positive Immunreaktion, die im arithmetischen Mittel 0,6 betrug. Bis auf 3
mittlere und 9 schwache Anfarbungen waren 49 Falle negativ. Dagegen zeigten einige

Granulozyten innerhalb der Lamina propria moderate SSTR 4 Immunreaktionen.

Die Tumorzellen zeigten in 9% der untersuchten Félle eine sehr schwache Expression (6
Falle >0-1); 63 Falle waren immunnegativ. Innerhalb der inhomogenen Verteilung von SSTR
4 konnte neben der zytoplasmatischen eine membranare Expression gefunden werden.
Fibroblasten des Tumorstromas lieRen gelegentlich eine schwache positive Immunreaktion
erkennen. Gefalie waren sowohl im Gesunden, als auch im Tumorgewebe immunnegativ.
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Abb.4.2.3.: Expressionsmuster von SSTR 4 in tumorfreier Schleimhaut (links) des Kolons, Kolonkarzinom
(rechts). OriginalvergréBerung x 400.

4.2 4. Statistische Auswertung — SSTR 1, 3 und 4

Analog wie beim Magenkarzinom wurden die Parameter Geschlecht, TNM-Klassifikation,
UICC-Stadium und histopathologische Differenzierung mit der Farbeintensitat von
Tumorzellen und der tumorfreien Schleimhaut verglichen. Gefalie, Bindegewebe und
Tumorstroma wurden auch in dieser Analyse auf Grund seiner geringen Anzahl an positiven
Fallen nicht verwendet. Das Merkmal Fernmetastasierung (M) besall durch zahlreiche

fehlende Angaben keine Aussagekraft.

Fir SSTR 1 zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied (p<0,001) in der durchschnittlichen
Immunreaktivitat zwischen der tumorfreien (mittlere Farbeintensitat 1,2) und neoplastischen
Schleimhaut (0,6). Analog fand sich fir die mittlere Immunreaktivitdt des SSTR 4 in

tumorfreier Schleimhaut eine signifikant starkere Expression im Vergleich zur neoplastischen
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Schleimhaut. Fur beide Rezeptoren galt eine signifikant starkere Expression im gesunden,

tumorfreien Gewebe gegenliber dem Kolonkarzinom.

Die Parameter Primartumorstadium, Nodalstatus, UICC-Stadium, histopathologischer Grad

und Geschlecht ergaben keine signifikanten Beziehungen.

5. Diskussion

Die funf Somatostatin-Rezeptor Subtypen gehoéren zur Familie der inhibierenden G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren, die in benignen und malignen Geweben unterschiedlich exprimiert
werden. Studienergebnisse belegen ihre biologische Relevanz fir die Tumorbiologie
verschiedener Tumoren und humaner Tumorzelllinien, insbesondere der neuroendokrinen
Tumoren und der Akromegalie. Papotti et al. untersuchten mittels RT-PCR und
Immunhistochemie 81 hormonell aktive und inaktive gastro-entero-pankreatische endokrine
Tumoren und ermittelten spezifische Expressionsmuster; SSTR 5 war in Somatotstatinomen
und SSTR 2 in Gastrinomen bzw. Glucagonomen dominant. Ferner zeigten sich heterogene
Expressionsmuster in pankreatischen Insulinomen (Papotti et al. 2002). Des Weiteren wurde
eine  Hochregulation von SSTR 2 wund 5 in papillaren und follikularen
Schilddrisenkarzinomen (Klagge et al. 2010), von SSTR 1 in Prostatakarzinomen (Kosari et
al. 2008), von SSTR 2 Uberexpression in Tumorzelllinien der Mamma (He et al. 2009) und
von SSTR 3 in Phaochromozytomen (Mundschenk et al. 2003) nachgewiesen, welche
perspektivisch einen vielversprechenden Therapieweg flir Somatostatin-Analoga zur

Behandlung dieser Tumoren darstellen.

Da Goldstandardmethoden, wie die optische Weilllicht-Endoskopie, aber auch
Kontrastmittelapplikationen, CT- und MRT-Untersuchungen hinsichtlich Sensitivitat,
Spezifitat, Untersucher- und Patientencompliance bei kleinen Polypen und morphologisch
untypischen L&sionen im Gastrointestinaltrakt durch falsch-negative Ergebnisse oft ihre

Grenzen erreichen (Kostenich et al. 2008), ist herauszufinden, ob SSTR ein potentielles
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prognostisches und therapeutisches ,Target® zur Identifikation von Magen- und
Kolonkarzinomen darstellt, um somit Einblicke in die Karzinogenese und
Wachstumsprozesse der Tumoren zu gewinnen und eine frihzeitige |dentifikation und

Behandlung zu erméglichen (Reubi 2003).

In dieser Arbeit konnten die Somatostatin-Rezeptoren 1, 3, 4 und 5 in Magenkarzinomen
vom intestinalen und diffusen Typ, in tumorfreier und metaplastischer Schleimhaut und

SSTR 1 und 4 in tumorfreier und neoplastischer Kolonschleimhaut nachgewiesen werden.

5.1. SSTR und das Magenkarzinom

In der vorliegenden Arbeit war fur alle untersuchten Somatostatin-Rezeptoren in der
Immunhistochemie eine positive Immunreaktion in der tumorfreien Schleimhaut zu
verzeichnen. In den Untersuchungen waren SSTR 1 stark, SSTR 5 moderat und SSTR 3
und 4 nur schwach positiv exprimiert und lieRen eine Prddominanz von SSTR 1 (100%) und
5 (88%) vor SSTR 3 (67%) und 4 (45%) erkennen. Bei den Magenkarzinomen zeigten alle
untersuchten SSTR eine signifikant verminderte Immunreaktion, jedoch nur die Veranderung
von SSTR 1 und 5 wurde als reprasentativ gemindert interpretiert. Ferner zeigten SSTR 1
und 5 signifikant negative Korrelationen hinsichtlich des Primartumorstadiums und des
histopathologischen Grades. Insbesondere war SSTR 1 signifikant schwacher in
undifferenzierten (G4) und schlecht differenzierten Adenokarzinomen (G3) gegeniiber den
mittelgradig differenzierten Tumoren (G2) exprimiert. SSTR 5 exprimierte analog signifikant
schwacher in undifferenzierten Karzinomen (G4) gegeniber maRig differenzierten

Adenokarzinomen (G2) des Magens.

SSTR 3 zeigte im Durchschnitt eine schwache Immunreaktion in den Drisen der tumorfreien
Schleimhaut. Die korrespondierenden Praparate des Magenkarzinoms waren fast alle
negativ (97%) und lieRen in Bezug auf den histopathologischen Differenzierungsgrad keine

bedeutende Abstufung zu. Jedoch deutete sich innerhalb des geringen Expressionsniveaus

56



ein signifikanter Abwartstrend zwischen den drei Subgruppen: tumorfreie, metaplastische
und neoplastische Schleimhaut an, die eine generalisierbare abnehmende Tendenz mit

zunehmendem Malignitatsgrad vermuten lassen.

Bisherige Studien am Magenkarzinom und am korrespondierenden gesunden Gewebe
liefern widersprichliche Resultate zum Expressionscharakter der SSTR. In den
Untersuchungen von Yamada et al. (1992) wurde nachgewiesen, dass SSTR 1 mRNA allein
im humanen Magengewebe zu finden war. Kontroverse Resultate aus Tierstudien stellten
jedoch die These zur Diskussion, dass SSTR 1 Haupteffektor in der Signalweiterleitung aller
durch Somatostatin aktivierten bzw. inhibierten Funktionen sei. Bruno et al. (1993) und Ralf
et al. (1994) fanden, neben SSTR 1, mRNA der Subtypen 2, 3 und 4 bzw. 2, 3 und 5 in der

Magenschleimhaut von Ratten.

Die Vermutung, dass weitere Subtypen im humanen Magengewebe exprimiert werden,
wurde durch le Romancer et al. bestatigt. Die Arbeitsgruppe fand mit Hilfe semiquantitativer
RT-PCR mRNA aller finf Rezeptoren im Fundus und Antrum normaler Magenschleimhaut
und in der humanen Tumorzelllinie HGT1 des Magens und bewerteten eine mangelnde
Sensitivitdt des von Yamada et al. verwendeten PCR-Verfahrens, um
Expressionsunterschiede zu erklaren. In vergleichenden Studien an isolierten
Magenmukosazellen von Ratten fanden sie indirekte Hinweise fur ein selektives Vorkommen
der Subtypen in verschiedenen Zellpopulationen. Sie vermuteten SSTR 1 im Antrum, SSTR
2 in ECL-Zellen (enterochromaffin-dhnliche Zellen) des Fundus und SSTR 3 und 4 in

Parietalzellen des Magens (Le Romancer et al. 1996).

Jedoch machte es die angewandte Methodik, insbesondere die Verwendung des humanen
Biopsie-Homogenats, unmaglich, Angaben Uber spezifische zellulare Verteilungsmuster zu
treffen. Zudem ist zu kritisieren, dass keine Aussagen hinsichtlich intragastrischer,
inflammatorischer Begleitumstande getroffen wurden, nachdem die sechs Proben wéahrend

der Osophagogastroskopie von zwei abdominalen Schmerzpatienten gewonnen wurden.
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Die Relevanz, Entzindungsprozesse mit in die Auswertung einzubeziehen, wurde durch
Varecza et al. in murinem und humanem Lungengewebe belegt. So verzeichneten sie fur
SSTR 4 in der akuten und chronischen Entziindungsphase einen Expressionsanstieg dieses
Subtyps (Varecza et al. 2009). Es ist gut vorstellbar, dass diese Hochregulation analog fir
Magen- und Kolongewebe gelten kdnnte. Die Aussage wird jedoch relativiert, wenn man den
Expressionsgrad von SSTR 3 im Rahmen H. pylori assoziierter Entziindung beobachtet. In
Zellen mit oberflachlicher Gastritis war fir SSTR 3 keine Hochregulation des
Rezeptorgehaltes nachgewiesen worden. Im metaplastisch verdnderten Gewebe zeigte sich
sogar eine signifikante Verminderung im Vergleich zur normalen Magenmukosa (Stec-

Michalska et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich SSTR 1, 3, 4 und 5 hauptsachlich zytoplasmatisch
lokalisiert. SSTR 1, 3 und 5 wiesen zusatzlich membranare Anfarbungen auf. Auf zellularer
Ebene beschrieben Janson et al. (1998) und Kulakzis et al. (2002), dass SSTR 2
vornehmlich auf der Plasmamembran von Tumorzellen und SSTR 1, 3 und 5, wie auch in
dieser Untersuchung, dagegen zytoplasmatisch lokalisiert seien, was darauf hindeutet, dass
es sich um internalisierte Rezeptoren handelt. Die Internalisierung von Rezeptoren gehort
zu den kompensatorischen Adaptationsmechanismen, die durch anhaltend hohe
Konzentrationen stimulierter Rezeptor-Liganten (Agonisten) ausgelést werden. Daraufhin
wird die Rezeptordichte auf der Zellmembran verringert und steht somit nicht mehr fur die

Signalibertragung zur Verfugung (Koenig und Edwardson 1997).

Hu et al. legten ihren Studienschwerpunkt auf den SSTR 3 im humanen Magengewebe. Sie
zeigten unter Anwendung der RT-PCR und Immunhistochemie in ihren Untersuchungen
folgende Verteilung: positive Immunreaktivitat in 62% der normalen Magenschleimhaut, 20%
in gut-differenzierten und 5% in schlecht-differenzierten Adenokarzinomen. Dabei war eine
signifikant starkere Expression in gesunder Magenschleimhaut zu finden (p<0,05) (Hu et al.

2004).
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Ihre Angaben decken sich nur zum Teil mit den Resultaten der vorliegenden Arbeit. In
beiden Untersuchungen war SSTR 3 in tumorfreier Schleimhaut signifikant starker
exprimiert. Jedoch erreichten ihre Magenkarzinompraparate eine hoéhere SSTR 3
Konzentration und lielen eine Abstufung mit sinkendem Differenzierungsgrad erkennen. Bei
mangelnder detaillierter Differenzierung des beurteilten Magenepithels wird nicht Klar,
inwieweit die metaplastisch veranderte Schleimhaut oder der Drisenkdérper mit in die
Beurteilung eingeschlossen worden war. Somit ist nur zu erahnen, ob der gleiche signifikante
Abwartstrend zu finden war und Expressionsunterschiede in der metaplastischen

Schleimhaut zu beobachten waren.

Weitere Unterschiede konnten sich durch die Verwendung unterschiedlicher Antikérper und
ihrer abweichenden immunhistochemischen Technik erkldren. Zum anderen war das
Untersuchungskollektiv mit je 40 Proben tumorfreier Schleimhaut und Adenokarzinomen bei
Hu et al. im Durchschnitt um 80% kleiner als das dieser Arbeit. Bei den Magenkarzinomen
betrachteten sie nur gut bzw. undifferenzierte Adenokarzinome und nicht die vier

Differenzierungsgrade.

Stec-Michalska et al. untersuchten aufbauend auf den Resultaten von Hu et al. mittels RT-
PCR, SSTR 3 Genexpressionsspiegel in der Antrum- und Corpusschleimhaut von 53
dyspeptischen karzinomfreien Patienten. Um einen reprasentativeren Probenumfang zu
erhalten, wurden je drei Biopsien aus Antrum- und Corpusschleimhaut des Magens pro
Patient entnommen. Sie fanden heraus, dass unabhangig von der positiven
Familienanamnese in allen H. pylori positiven Fallen geringere SSTR 3 mRNA
Konzentrationen zu verzeichnen waren. Signifikant am gréRten war dieser Unterschied im
Antrum des Magens. Zudem untersuchten sie, wie bereits zuvor erwahnt, die SSTR 3
Expressionsspiegel im Rahmen der infektionsbedingten histologischen Veranderungen: hier
zeigte SSTR 3 vergleichend zur Normalmukosa eine signifikant geringere Expression in der
metaplastischen Schleimhaut. Die oberflachliche Gastritis dagegen prasentierte

unveranderte SSTR 3 Konzentrationen.
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Sie interpretierten ihre Daten wie folgt: die negative Feedback-Schleife, die zwischen der
Gastrin- und Somatostatinsekretion besteht, wird durch H. pylori Infektionen gestért. Durch
die Entziindungsaktivitat in der antralen Schleimhaut kommt es zu einer sinkenden Aktivitat
der Somatostatin sezernierenden APUD-D-Zellen, worauf der Inhibitionseffekt auf die G-
Zellen gemindert wird und in einer gesteigerten Gastrinsekretion resultiert (Stec-Michalska et
al. 2007). Die Hypergastrinamie ist ein bekannter Risikofaktor in der Karzinogenese von

Magenkarzinomen (siehe 1.1.2.) (Moss et al. 1992).

Neben dem apoptotischen Effekt von Somatostatin via SSTR 3 scheint SSTR 5
antiproliferative Effekte zu erzielen. Sharma et al. beschrieben in experimentellen Studien
SSTR 5-abhéngige zytostatische Effekte, die durch das Retinoblastomprotein induziert
werden, wodurch das Zellwachstum durch Verlangsamung des Zellzyklusdurchlaufes
gebremst wird (Sharma et al. 1999). Daruber hinaus konnte der antiproliferative Effekt in
SSTR 5- und CCK-Rezeptor tragenden CHO-Zellen bewiesen werden. Cholezystokinin, das
im Gastrointestinaltrakt u.a. Einfluss auf die Pankreassekretion, Sphinkterkontraktilitdt und
Peristaltik hat, induziert in CHO-Zellen Gber den CCK-Rezeptor ein Zellwachstum, das unter
dem Einfluss eines SSTR 5-affinen Somatostatin-Analogons wieder gestoppt werden konnte
(Cordelier et al. 1997). Aufbauend auf diesen Effekten kénnte SSTR 5 einen interessanten
Ansatz in der Behandlung von SSTR 5 exprimierenden Magenkarzinomen darstellen. Es
missen daher noch weitere Daten (ber das SSTR 5 Expressionsverhalten in
Adenokarzinomen des Magens gesammelt werden, um die Effektivitdt dieses Markers

sowohl im diagnostischen als auch im therapeutischen Rahmen zu prufen.

Weiterhin wurden in der Literatur geschlechtshormonabhangige Expressionsunterschiede
dargestellt. Am Tiermodell fand man heraus, dass bei mannlichen Spezies eine hdhere
Dichte an SSTR 5 im Gehirn und in Pankreasinselzellen zu finden war (Ramirez et al. 2004).
In der vorliegenden Studie jedoch konnten, weder fir SSTR 5 noch fiir die anderen Subtypen

geschlechtsabhéangige Expressionsunterschiede im Magen oder Kolon gefunden werden.
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5.2. SSTR und das kolorektale Karzinom

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in der tumorfreien Kolonschleimhaut nur fir zwei der
drei untersuchten Somatostatin-Rezeptoren eine Immunreaktivitdt. SSTR 1 war mit einer
maRigen Farbeintensitat vor dem schwach exprimierenden SSTR 4 dominant (89% versus
20%). In den Tumorzellen der Kolonkarzinome waren beide SSTR signifikant vermindert
exprimiert. SSTR 3 zeigte in 100% der Falle in tumorfreier und neoplastischer Schleimhaut
Immunnegativitdt. Statistisch fanden sich keine Korrelationen hinsichtlich des
Primartumorstadiums, des Nodalstatus’, des histopathologischen Grades oder des

Geschlechts.

Primare Studien von Yamada et al. wiesen SSTR 1- und 2-mRNA im Gastrointestinaltrakt
nach. Durch Hybridisierungs- und Blotting-Verfahren zeigten sich unterschiedliche Muster.
SSTR 1 mRNA wurde vor allem im Jejunum und Magen und zusammen mit geringen SSTR
2-Konzentrationen im gesunden Kolongewebe und Kolonkarzinom nachgewiesen (Yamada

et al. 1992a).

Laws et al. berichten in ihren Untersuchungen dagegen von einer starken SSTR 2 und 5
Expression im Kolongewebe. SSTR 2 war im gesunden und malignen Kolongewebe bei 87%
der Falle vor SSTR 5 positiv. Letzterer zeigte insbesondere im Ubergang vom gesunden
Gewebe zum Frihkarzinom (Dukes A, B) eine Hochregulation, die sich jedoch nicht bis ins
Spatstadium (Dukes C, D) fortsetzte. SSTR 1, 3 und 4 dagegen nahmen durch ihre
sparliche und unspezifische Expression einen untergeordneten Rang ein. Fir sie zeigte sich,
wie auch in diesen Untersuchungen, keine Beziehung zur Tumorgrofle oder dem

Differenzierungsgrad (Laws et al. 1997).

Vuaroqueaux et al. griffen auf die Methode der RT-PCR zurtick und resimierten, dass SSTR
5> 2 > 1 mRNA am héaufigsten von Kolonkarzinomen und in der Staffelung SSTR 2 > 5 > 1
in tumorfreier Schleimhaut exprimiert wurden. Fir SSTR 2 und 5 gab es keinen

Expressionsunterschied in tumorfreier oder neoplastischer Kolonschleimhaut; der
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Expressionsgehalt beider Subtypen blieb unverandert bis zum fortgeschrittenen Karzinom
bestehen. SSTR 1 zeigte in Abhangigkeit zur Biopsielokalisation eine signifikant héhere
Expressionsstarke in gesunder rechtsseitiger Kolonschleimhaut als in gesunder
Rektumschleimhaut. SSTR 3 und 4 waren, Ubereinstimmend mit Laws et al., schwach
exprimiert und wiesen wiederholt keine Korrelationen zum Dukes-Stadium auf (Vuarogeaux

et al. 1999).

In einer spateren Studie der gleichen Arbeitsgruppe wurden ihre immunhistochemischen
Untersuchungen mit Hilfe der in situ-Hybridisierung spezifiziert. Dabei wurde mRNA aller flinf
SSTR nachgewiesen. Diesmal zeigte sich SSTR 5 am starksten in nichtneoplastischer und
neoplastischer Kolonschleimhaut. Das Ausmall der Reaktion wurde mit ansteigendem
Malignitatsgrad aller untersuchten Kolonkarzinome deutlicher und konnte zusatzlich in der
Untersuchung der epithelialen Tumorzelllinie des Kolons (HT29-D4) bestatigt werden. SSTR
1, 3 und 4 mRNA wurden in moderaten Spiegeln und SSTR 2 mRNA im Gegensatz zu ihren
Vorresultaten nur in geringen Konzentrationen nachgewiesen. Dabei zeigten SSTR 1- und 4-
MmRNA ahnliche Expressionsmuster in dieser Studie. Sie konnten vor allem in der Lamina
propria mucosae und ungleichmaRig verteilt in Krypten nahe stehenden Immunzellen und in
Kolonepithelzellen nachgewiesen werden. Schwache SSTR 4 mRNA Spiegel wurde
zusatzlich in der Tunica muscularis gezeigt. SSTR 2 mRNA wurde in Epithelzellen,
Immunzellen des gesunden Gewebes und in schwachen Konzentrationen homogen in
Tumorzellen und dem anliegendem Stroma gefunden. SSTR 3 mRNA wurde in der
Submucosa und mit deutlichen Signalen in der anliegenden Tunica muscularis
nachgewiesen. Das Kolonkarzinomgewebe war ungleichmafig und unspezifisch
immunreaktiv. Es zeigte positive mRNA-Signale in Tumorzellen und Immunzellen des
anliegenden desmoplastischen Stromas. SSTR 5 mRNA wurde mit starker Immunreaktion in
Epithelzellen und maRiger Reaktion in der Tunica muscularis nachgewiesen (Vuarogeaux et

al. 2000).
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In den immunhistochemischen Untersuchungen von Qiu et al. wurden kolorektale
Adenokarzinome (127 Falle) und benigne Schleimhautproben (40 Falle) des Kolons
Uberprift. Zur Ermittlung der SSTR-Subtypverteilung nutzen sie neben einer abweichenden
immunhistochemischen  Technik  unterschiedliche  Antikbrper und  verschiedene
Beobachtungskriterien. |hr Immunreaktivitdtsscore schloss zuséatzlich zur Farbeintensitat (0
bis 3) den Anteil der positiv gefarbten Zellen pro Praparat in Prozentanteil mit ein. In dieser
Arbeit ermittelte sich der Immunreaktivitdtsscore aus der mittleren Farbeintensitat der groen
Anzahl reprasentativer Stanzen pro Patient (durchschnittich 6) aus einem 82
Personenkollektiv. Trotz all dieser Unterschiede zeigte sich bei Qiu et al. eine Prddominanz
des SSTR 1 vor SSTR 5, 2, 4 und 3. SSTR 1 war etwa gleich haufig sowohl beim
kolorektalen Karzinom als auch in der tumorfreien Schleimhaut nachgewiesen worden
(64,6% versus 52,5%). Zusatzlich ermittelte die Arbeitsgruppe eine signifikant starkere SSTR
1 Expression fir Patienten mit vorhandener regionarer Lymphknotenmetastasierung
gegenuber metastasierungsfreien Patienten (p<0,05) und mit fortschreitendem Dukes-
Stadium konnten sie eine unreprasentative Zunahme der SSTR 1 Expression feststellen (Qiu
et al. 2006). Die einzigen Ubereinstimmungen zu dieser Arbeit konnten im
Expressionsverhaltnis des SSTR 1 von neoplastischer und tumorfreier Schleimhaut (80% vs.

90%) und einer signifikant hdheren Expression in tumorfreier Schleimhaut gefunden werden.

Der fehlende Nachweis von SSTR 3 in dieser Arbeit widerspricht den Resultaten von Qiu et.
al. Diese Arbeitsgruppe zeigte fur SSTR 3 respektive 19% positiv exprimierende kolorektale
Karzinome und 31% positive Proben gesunder Kolonschleimhaut mit signifikanter Korrelation
zum Dukes-Stadium. Ahnlich wie beim Magenkarzinom (Hu et al. 2004) konnte die Gruppe
zusatzlich fur koloreaktale Karzinome mit niedrigen SSTR 3 Spiegeln einen signifikant

héheren poliferativen Index nachweisen (Qiu et al. 2006).

Neben SSTR 3 laufen auch die Resultate fir SSTR 4 auseinander. In ihrer Studie war SSTR
4 als einziger Subtyp signifikant starker beim kolorektalen Karzinom als in der tumorfreien

Schleimhaut exprimiert (p<0,05). Hinsichtlich des histopathologischen Grades wurde eine
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signifikant starkere Expression in maRig differenzierten Adenokarzinomen als in den schlecht

differenzierten kolorektalen Adenokarzinomen gefunden (Qiu et al. 2006).

Die Resultate der untersuchten und beschriebenen SSTR-Subtypen waren in den
aufgefihrten Arbeiten groftenteils sehr inkonstant und widersprichlich. SSTR 2, 5 und 1
scheinen jedoch vordergrindig beim kolorektalen Karzinom exprimiert zu werden, wogegen
SSTR 3 eher im gesunden Gewebe anzutreffen ist. Es gibt Hinweise, dass der Verlust
einzelner SSTR-Subtypen im Verlauf der Karzinogenese mit Anhdufung genetischer
Schaden das Zellwachstum beschleunigt. So zeigte sich fir SSTR 2- und 3-freie Zellen im
Gegensatz zu SSTR 2- und 3-exprimierenden Zellen ein signifikant héherer proliferativer

Index, gemessen an der Ki-67 Immunpositivitat (Qiu et al. 2006).

Im Allgemeinen sollte als mdgliche Erklarung fir die unterschiedlichen Ergebnisse die
grundsatzliche Heterogenitat der Kolonkarzinome und ihrer Tumorzellen in Abhangigkeit zur
Biopsielokalisation, zum  Primartumorstadium und zur modglichen begleitenden
Grunderkrankung nicht vergessen werden und gréRtenteils wurden keine Angaben gemacht,
ob eine Vorbehandlung der Karzinome im Sinne von Operationen oder Chemotherapien
stattgefunden hat, die einen Einfluss auf das Expressionsmuster der SSTR ausgetbt haben

konnten.

Daneben liegen weitere Grinde in der unterschiedlichen Methodik. RT-PCR-
Untersuchungen kann es trotz hoher Sensitivitdt zum Nachteil werden, dass es durch
Pseudogen-Expressionen zu einem Anstieg von PCR-Produkten kommt, deren Einfluss und
Funktionalitdt auf die SSTR bisher nicht geklart sind. Zudem koénnten Rezeptoren
tumornaher bzw. tumorassoziierter Strukturen, wie zum Beispiel BlutgefalRe, nachgewiesen
worden sein. Das Vorkommen von SSTR 1, 2 und 5 in wachsenden Endothelien peri- und
intratumoraler Gefalte wurde bereits durch Denzler et al. (1999) und Vuaroqueaux et al.

(2000) beschrieben.
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Weitere Diskrepanzen begrunden sich durch unterschiedlich verwendete Reagenzien sowie
durch die unterschiedlichen StichprobengréRen der jeweiligen Studien, bei denen zum Teil
um bis zu 80% kleinere Stichprobenumfange im Vergleich zum Patienten- und

Probenumfang der vorliegenden Arbeit untersucht wurden.

5.3. SSTR in der Diagnostik und Therapie

Somatostatin-Rezeptor tragende Tumoren und Metastasen kénnen in vivo Uber ein dem
Korper injiziertes, radioaktiv markiertes Somatostatin-Analogon mittels der Szintigrafie
dargestellt werden. Dabei bindet das radioaktiv markierte Analogon am Beispiel von 11-In-
Penetreotid an die SSTR 2 und 5. Die Sensitivitat dieser Untersuchung liegt fur Karzinoide
bei 86 bis 95%, fur Gastrinome, VIP sezernierende Tumoren (vasoaktives intestinales
Peptid), Glucagonome und fir funktionslose neuroendokrine Tumoren bei 75% bis 100% und

fur Insulinome bei ca. 50% bis 60% (de Herder et al. 2005).

Solide Tumoren, wie Magen-, Kolon, Bronchialkarzinome mittels dieser Technik analog zu
erkennen, gelang Kostenich et al. experimentell im Maus-Modell. Die Gruppe stellte humane
SSTR-exprimierende Lungenkrebszelllinien unter Nutzung eines neuen fluoreszierenden
SST-Analogons in vivo dar (Kostenich et al. 2005). In einer weiteren Studie der gleichen
Arbeitsgruppe wurde unter einem angepassten Versuchsaufbau die Visualisierung von
humanen Tumorzelllinien (HT-29) des Kolons im Maus-Modell wiederholt. Hierbei gelang
nach spatestens 24 Stunden eine sich klar abgrenzende in vitro und in vivo Darstellung der
fremdtransplantierten Tumorzellen gegeniber dem korrespondierenden gesunden
Kolongewebe. Als in Frage kommende Zielrezeptoren vermuteten sie in Anbetracht der
vorherrschenden Literatur die Beteiligung von SSTR1 und/ oder 5 in den Tumorzellen (Laws
et al. 1997, Qiu et al. 2006) und SSTR 1, 2 und/ oder 5 in GefalRen (Denzler et al. 1999,
Vuaroqueaux et al. 2000). Dabei erklaren die Autoren die klare Abgrenzbarkeit von

Tumorzellen und GefalRen durch eine wahrend des malignen Entartungsprozesses
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stattfindende SSTR-Hochregulation. Unter dem verwendeten Konjugat [3207-86] zeigte sich
beim Nager keine erhohte Intoleranz, Toxizitat oder Mortalitét, sodass dieses Agenz eine
vielversprechende Option in den Screening-Methoden humaner kolorektaler Karzinome

darstellen kénnte (Kostenich et al. 2008).

Vielerlei Forschungsergebnisse haben das allgemeine Interesse an einem nutzlichen
onkologischen Einsatz der SST-Analoga deutlich wachsen lassen: Nachweis
unterschiedlichster SSTR positiver humaner Tumoren, sst-14 bedingter antiproliferativer
Effekt in fiboromatdsen Tumorzellen in vitro (Mascardo und Sherline 1982) und Ocreotid
induzierte Gréflenminderung von Hypophysentumoren (Srikant 1995). In Anbetracht unserer
Ergebnisse und der vorliegenden Literatur zeigte sich fur einige Magen- und Kolonkarzinome
eine fortbestehende Expression der SSTR 1, 2 und 5 und zum Teil auch SSTR 4 im
Tumorgewebe. Daher sollten Somatostatin-Analoga, welche eine hohe Affinitat fir SSTR 1,
2 und 5 aufweisen, als potentielle Kandidaten in der Behandlung von Magen- bzw.
Kolontumoren mit einbezogen werden. Vor allem wegen der antiproliferativen Wirksamkeit
von SSTR 5 stellt dieser Rezeptor eine potente Option in der frihzeitigen Behandlung von
Karzinomen dar. Dabei kdonnte die Therapie durch eine vorangestellte immunhistologische

Bestimmung des Rezeptorstatus die Therapie lenken.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde mit der Immunhistochemie und mit Hilfe der Tissue
Microarrays untersucht, ob die Somatostatin-Rezeptoren (SSTR) 1, 3, 4 und 5 differentiell in
Magen- und SSTR 1, 3 und 4 in Kolonkarzinomen exprimiert werden. Fir die mikroskopische
Auswertung standen durchschnittlich je 6 benigne und maligne, formalinfixierte,
paraffineingebettete Magengewebeproben von jeweils 181 Patienten und &aquivalent
durchschnittlich je 6 benigne und maligne Kolongewebeproben von jeweils 82 Patienten zur
Verfligung. Diese wurden nach Auswertung mit der Laurén-Klassifikation, der Infiltrationstiefe
der lokalen  Tumorausbreitung, dem  Nodalstatus, dem histopathologischen
Differenzierungsgrad, dem UICC-Stadium und dem Geschlecht korreliert. Akzidentelle
Farbungen von Zellen wurden durch den Nachweis der Spezifitdt der Immunreaktion anhand
von Kontrollen und durch den Prozess der Hitzedemaskierung mit Zerstérung endogener

alkalischer Phosphatasen weitestgehend ausgeschlossen.

In der tumorfreien Schleimhaut des Magens waren die Somatostatin-Rezeptoren in der
Rangfolge SSTR 1 > 5 > 3 > 4 exprimiert. SSTR 1 und 5 zeigten dabei einen mittleren IRS
von 2-3, SSTR 3 und 4 eine schwache bis maRige Immunpositivitdt, wahrend alle Subtypen
im Bindegewebe und der glatten Muskulatur nur vereinzelt in meist schwacher Intensitat
nachgewiesen wurden. Die Subtypen 1, 3 und 5 waren hauptsachlich zytoplasmatisch
lokalisiert und zeigten wenige membrandre Anfarbungen, was daraufhin deutet, dass es sich

hierbei moglicherweise um internalisierte Rezeptoren handelt.

Eine differentielle Expression konnte in den Tumorzellen der Magenkarzinome
nachgewiesen werden. Auch in diesen Proben zeigten sich SSTR 1 vor SSTR 5, SSTR 3
und SSTR 4 dominant, jedoch waren alle SSTR-Subtypen im Vergleich zur gesunden
Magenschleimhaut hochsignifikant schwéacher exprimiert (p<0,001). SSTR 1 und 5 lielen
zytoplasmatische Anfarbungen erkennen, SSTR 1 insbesondere eine basale Betonung in
vesikularen Mustern. SSTR 3 und 4 zeigten dagegen nur vereinzelt Immunreaktionen. Die

Fibroblasten des Tumorstromas waren unverandert schwach und nur heterogen
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exprimierend gefunden worden. Allerdings war auffallig, dass Makrophagen und
Granulozyten wiederholt die starkste Expression (IRS 2-3) von SSTR 1 und 4 in sowohl

gesundem, als auch malignen Gewebe erkennen liessen.

In der metaplastischen Schleimhaut waren fiur SSTR 1 und 5, bis auf einen leichten Anstieg
des IRS, keine signifikanten Veranderungen im Expressionsmuster im Vergleich zum
gesunden Magengewebe zu finden. SSTR 3 dagegen zeigte seltene schwache Farbungen,

SSTR 4 war in nur einem Fall positiv.

Magenkarzinome vom intestinalen Typ exprimierten hochsignifikant starker SSTR 1 und 5
als Magenkarzinome vom diffusen Typ (p<0,001). AulRerdem konnte die Expression von
SSTR 1 und 5 mit dem T-Stadium (p=0,018; p=0,047) und dem histopathologischen
Differenzierungsgrad (p<0,001; p=0,009) negativ korreliert werden. Uberdies war SSTR 1
signifikant schwacher in schlecht (G3) und undifferenzierten Karzinomen (G4) als in maRig
differenzierten Tumoren (G2) und SSTR 5 analog signifikant schwacher in schlecht

differenzierten (G3) als in maRig differenzierten (G2) Tumoren nachgewiesen worden.

In der tumorfreien Schleimhaut des Kolons als auch in den Tumorzellen der Kolonkarzinome
war SSTR 1 anndhernd gleich haufig wie SSTR 4 exprimiert worden. Sie zeigten
membranare und zytoplasmatische Immunreaktivitdt, wogegen SSTR 3 weder im gesunden
noch malignen Kolon nachgewiesen werden konnte. Damit grenzt sich dieser Subtyp
deutlich gegeniber dem Magengewebe ab sodass SSTR 3 als Indikator fir Adenokarzinome
des Magens dargestellt werden kann. In Anbetracht der widerspruchlichen Literatur jedoch
lassen sich die vorliegenden Ergebnisse des SSTR 3 nicht vereinbaren. Daher wird es
notwendig sein, im Hinblick auf seine biologischen und pathophysiologischen Eigenschaften
(Apoptoseeinleitung, Hemmung der Zellproliferation und Angiogenese) weitere Daten zu
sammeln, um eine Entscheidung Uber seine Nutzung als diagnostischen Marker bzw.

therapeutische Zielstruktur zu treffen.
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Wie auch schon beim Magenkarzinom wurde fir Granulozyten und Makrophagen die
starksten SSTR 1 positiven Reaktionen beobachtet, in der glatten Muskulatur der Gefalie

gelegentlich eine schwache Immunreaktion.

Insgesamt waren SSTR 1 und 4 in tumorfreier Schleimhaut signifikant starker ausgepragt als
beim Kolonkarzinom (p<0,001 vs. p<0,05). Weitere Beziehungen hinsichtlich Geschlecht,

Nodalstatus und UICC-Stadium konnten wie beim Magenkarzinom nicht festgestellt werden.

Somit zeigte sich flr beide Tumoren eine verminderte Expression der SSTR im Vergleich
zum korrespondierenden gesunden Gewebe. Das konnte erklaren, warum Somatostatin
bzw. Somatostatin-Analoga mit Verlust ihrer Zielstrukturen Uber intrazelluldre Second
Messenger Prozesse wie Angiogenese, Proliferation, Differenzierung und Apoptose nicht
mehr beeinflussen kénnen und somit die Anhaufung zellularer Schaden im karzinogenen

Prozess geférdert wird.

SSTR 1 und 5 kdnnten eine wichtige Rolle in der Tumorbiologie des Magens und SSTR 1
beim Kolon spielen und als Indikator in der Karzinogenese von Magen- bzw. Kolontumoren
verwendet werden. Besonders durch das praxisnahe immunhistochemische Verfahren
kénnten diese Rezeptoren in der Routine als Screening Marker, insbesondere als pradiktive

Biomarker beim Magenkarzinom, eingesetzt werden.
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lll. Anhang

Tab.llla: Patientenkollektiv fiir die immunhistologische Untersuchung an Tissue Microarrays — Magen

Patient Alter Geschlecht Typ pTNM- Grading UICC-Stadium
(n.Laurén) Stadium (2002)
1 79 w intestinal 31 x 2 3A
2 63 m intestinal 311 3 4
3 66 m intestianl 301 3 4
4 64 m intestinal 32x 2 3B
5 69 m intestinal 2a1x 1 2
6 72 m intestinal 33 x 2 4
7 66 w intestinal 2b1 x 3 2
8 65 m intestinal 2b0 x 2 1B
9 61 m intestinal 31x 3 3A
10 34 w intestinal 2b1 x 1 2
11 72 w intestinal 10 x 3 1A
12 67 m intestinal 411 3 4
13 71 m intestinal 2a1 X 3 2
14 80 m intestinal 311 2 4
15 59 m intestinal 331 3 4
16 69 m intestinal 331 3 4
17 72 m intestinal 32x 2 3B
18 60 m intestinal 2a0 x 2 1B
19 84 m intestinal 2a1 X 2 2
20 62 m intestinal 31x 2 3A
21 70 m intestinal 10 x 1 1A
22 81 w intestinal 2a1 X 3 2
23 73 m intestinal 32x 3 3B
24 72 w intestinal 2b 0 x 2 1B
25 61 m intestinal 2b2 x 2 3A
26 74 m intestinal 2a0 x 2 1B
27 51 m intestinal 2b0 x 2 1B
28 69 w intestinal 2b0 x 2 1B
29 65 m intestinal 31x 3 3A
30 79 m intestinal 2a0 x 2 1B
31 72 m intestinal 31x 3 3A
32 63 m intestinal 31x 3 3A
33 65 m intestinal 30 x 3 2
34 63 m intestinal 331 3 4
35 77 m intestinal 2a1 X 3 2
36 57 m intestinal 30 x 3 2
37 75 m intestinal 4 3 x 3 4
38 64 m intestinal 2b1 x 3 2
39 80 m intestinal 2a0 x 3 1B
40 50 m intestinal 2b 0 x 4 2
41 62 m intestinal 2b2 x 3 3A
42 54 m intestinal 10 x 3 1A
43 33 m intestinal 31x 4 3A
44 78 m intestinal 32x 3 3B
45 68 m intestinal 31x 3 3A
46 71 m intestinal 30 x 3 2
47 61 m intestinal 2b1x 3 2
48 73 m intestinal 10 x 2 1A
49 70 w intestinal 30 x 3 2
50 68 m intestinal 2b1 1 2 4
51 76 m intestinal 33 x 4 4
52 64 m intestinal 2b2 x 3 3A
53 73 m intestinal 32x 3 3B
54 65 m intestinal 30 x 3 2
55 76 m intestinal 2b2 x 3 3A
56 79 m intestinal 300 3 2
57 79 m intestinal 2b1 x 3 2
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Patient Alter Geschlecht Typ pTNM- Grading UICC-Stadium
(n.Laurén) Stadium (2002)
58 76 w intestinal 2b2 x 3 3A
59 82 w intestinal 30 x 2 2
60 55 w intestinal 2b1 x 3 2
61 82 w intestinal 2a0 x 2 1B
62 66 m intestinal 2b1 1 3 4
63 63 m intestinal 11X 3 1B
64 81 m intestinal 2a0 x 2 1B
65 66 w intestinal 30 x 3 2
66 62 w intestinal 2a1 X 2 2
67 70 m intestinal 2b 0 x 2 1B
68 55 m intestinal 32x 3 3B
69 77 w intestinal 33 x 3 4
70 71 m intestinal 2b2 x 3 3A
71 60 w intestinal 31x 2 3A
72 62 m intestinal 311 3 4
73 61 m intestinal 2b 0 x 2 1B
74 56 m intestinal 2a0 x 2 1B
75 71 w intestinal 10 x 2 1A
76 70 m intestinal 311 3 4
77 82 w intestinal 331 3 4
78 65 m intestinal 321 2 4
79 47 m intestinal 4 21 3 4
80 42 m intestinal 2b 0 x 2 1B
81 80 w intestinal 2a0 x 2 1B
82 73 w intestinal 2b1 x 3 2
83 69 m intestinal 2a0 x 2 1B
84 76 w intestinal 2b1 x 3 2
85 75 m intestinal 2a1 X 3 2
86 78 w intestinal 2b2 x 3 3A
87 59 m intestinal 4 1 x 2 4
88 78 w intestinal 2b1 x 2 2
89 76 w intestinal 2b1 x 3 2
90 64 m intestinal 32x 2 3B
91 64 m intestinal 10 x 2 1A
92 68 w intestinal 2b1 x 3 2
93 45 m intestinal 11X 3 1B
94 80 w intestinal 2b1 x 3 2
95 61 w intestinal 2b1 x 2 2
96 55 w intestinal 2a0 x 2 1B
97 80 m intestinal 2b1 x 2 2
98 60 m intestinal 33 x 3 4
99 84 w intestinal 2a0 x 2 1B
100 70 w intestinal 2a1 X 2 2
101 40 m intestinal 2a0 x 3 2
102 62 w intestinal 2b1 x 3 3A
103 74 w intestinal 33 x 2 4
104 62 w intestinal 2a0 x 2 1A
105 62 m intestinal 2a1 X 2 1A
106 58 w intestinal 31x 2 3A
107 67 m intestinal 2b1 x 3 2
108 77 m intestinal 2b1 x 2 2
109 76 m intestinal 2b 3 x 2 4
110 65 w intestinal 33 x 3 4
111 83 w intestinal 321 2 4
112 49 m intestinal 2b2 x 2 3A
113 73 m intestinal 10 x 1 1A
114 75 m intestinal 33 x 3 4
115 73 w intestinal 10 x 2 1A
116 68 m intestinal 2b1 x 2 2
117 63 m intestinal 4 1 x 2 4
118 25 m intestinal 31x 3 3A
119 78 w diffus 3 x 1 3 4
120 56 m diffus 321 3 4
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Patient Alter Geschlecht Typ pTNM- Grading UICC-Stadium
(n.Laurén) Stadium (2002)
121 37 w diffus 321 3 4
122 85 w diffus 2b2 x 4 3A
123 69 w diffus 321 3 4
124 47 m diffus 3 x x 3 2
125 69 w diffus 4 3 x 4 4
126 67 m diffus 31x 3 3A
127 33 w diffus 31x 3 3A
128 58 m diffus 30 x 3 2
129 42 w diffus 32x 4 3B
130 47 m diffus 31x 3 3A
131 53 m diffus 4 1x 3 4
132 62 w diffus 32x 4 3B
133 58 w diffus 10 x 3 1A
134 50 m diffus 30x 3 2
135 69 m diffus 2b 3 x 3 4
136 77 m diffus 331 3 4
137 70 m diffus 2b1 x 3 2
138 66 w diffus 331 3 4
139 74 m diffus 2b 3 x 3 4
140 64 w diffus 33 x 3 4
141 76 m diffus 31x 3 3A
142 87 w diffus 331 3 4
143 36 w diffus 2b0 x 3 1B
144 78 w diffus 32x 4 3B
145 60 m diffus 411 4 4
146 63 m diffus 4 2 x 3 4
147 69 m diffus 2b1 x 3 2
148 58 w diffus 321 3 4
149 56 m diffus 321 4 4
150 57 w diffus 31x 3 3A
151 54 w diffus 2b0 x 3 1B
152 41 w diffus 30x 3 2
153 74 m diffus 2a0 x 3 1B
154 71 w diffus 31x 3 3A
155 44 w diffus 331 3 4
156 84 w diffus 2b0 x 3 1B
157 65 w diffus 2b 3 x 3 4
158 64 m diffus 10 x 2 1A
159 70 m diffus 33 x 3 4
160 59 m diffus 2b1 x 3 2
161 51 m diffus 2b1 x 3 2
162 26 w diffus 411 3 4
163 74 m diffus 32x 3 3B
164 61 w diffus 2b1 x 3 3A
165 69 m diffus 2b1 x 3 2
166 61 w diffus 31x 3 3A
167 65 w diffus 321 3 4
168 80 m diffus 2a2 x 3 3A
169 37 m diffus 11x 3 1B
170 61 m diffus 2b1 x 3 2
171 67 w diffus 2b2 x 3 3A
172 80 w diffus 32x 3 3B
173 70 m diffus 10 x 2 1A
174 66 w diffus 2b 3 x 3 4
175 71 m diffus 33 x 3 4
176 73 w diffus 2b0 x 3 1B
177 60 w diffus 32x 3 3B
178 62 w diffus 10 x 3 1A
179 62 m diffus 11 x 3 1B
180 76 m diffus 11 x 3 1B
181 51 m diffus 32x 3 3B
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Tab.lllb: Patientenkollektiv fiir die immunhistologische Untersuchung an Tissue Microarrays — Kolon-Rektum

Patient Alter Geschlecht pTNM-Stadium Grading UICC-Stadium
(2002)
1 59 m 300 2 2A
2 83 w 300 2 2A
3 42 m 300 2 2A
4 76 w 320 2 3C
5 83 w 200 1 1
6 47 m 310 2 3B
7 60 m 310 2 3B
8 80 m 31x 2 3B
9 56 m 3 x x 2 2A
10 73 w 420 2 3C
11 78 w 30x 2 2A
12 63 m 321 2 4
13 65 w 300 2 2A
14 65 m 100 2 1
15 35 w 300 2 2A
16 54 w 21x 2 3A
17 50 m 300 2 2A
18 48 m x00 2 n.b.
19 73 w 300 2 2A
20 67 w 320 2 3C
21 68 m 100 1 1
22 70 m 200 2 1
23 52 w 300 2 2A
24 59 w 4 0 x 2 2B
25 69 m 210 2 3A
26 78 w 310 2 3B
27 67 w 300 2 2A
28 67 w 300 2 2A
29 59 m 200 2 1
30 79 w 200 2 1
31 41 w 30 x 2 2A
32 63 w 200 2 1
33 91 m 30x 2 2A
34 85 m 2x0 2 1
35 62 m 110 2 3A
36 69 m 300 2 2A
37 65 m 321 2 4
38 87 w 31x 2 3B
39 73 w 31x 2 3B
40 62 w 4 2 x 3 3C
41 80 m 320 3 4
42 86 m 30 x 2 2A
43 58 m 311 2 4
44 45 m 200 2 1
45 54 w 20 x 2 1
46 71 w 20 x 2 1
47 59 m 30x 3 2A
48 74 w 20 x 2 1
49 65 m 30 x 2 2A
50 48 w 4 x x 2 2B
51 43 m 4 0 x 2 2B
52 62 m 30x 2 2A
53 78 w 300 2 2A
54 52 w 310 2 3B
55 62 m 300 2 2A
56 59 w 320 2 3C
57 63 w 321 2 4
58 59 m 310 2 3B
59 78 m 30x 2 2A
60 56 m 310 2 3B
61 83 m 300 2 2A
62 63 m 30 x 2 2A
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Patient Alter Geschlecht pTNM-Stadium Grading UICC-Stadium
(2002)
63 60 m 411 2 4
64 60 m 300 2 2A
65 70 m 30 x 2 2a
66 63 m 411 2 4
67 81 m 32x 2 3C
68 79 m 321 3 4
69 70 m 32x 2 3C
70 83 w 310 2 3B
71 70 m 30x 2 2A
72 78 m 320 2 34C
73 74 w 421 2 4
74 59 m 321 3 4
75 72 m 421 2 4
76 40 m 321 3 4
77 65 w 30 x 1 2A
78 67 m 2 0x 2 1
79 59 m 32x 2 3C
80 77 w 31x 2 3B
81 69 m 4 1x 2 3B
82 64 m 30 x 2 2A
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VIl. Lebenslauf

Der Lebenslauf wurde aus der elektronischen Version der Arbeit entfernt.
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Nicht das Beginnen wird belohnt, sondern einzig und allein das Durchhalten.

Katharina von Siena
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