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1 Einleitung 

Bösartige Erkrankungen gehören zu den häufigsten Todesursachen in industrialisierten 

Ländern. So belegt die häufigste Tumorerkrankung, das Bronchialkarzinom, den Platz 4 

in der deutschen Todesursachenstatistik 2010.1 Standardtherapien der Krebsbehand-

lung bestehen aus operativen Verfahren und Strahlentherapie, wenn die Erkrankung 

noch lokal begrenzt ist, und aus Chemotherapie oder Immunchemotherapie, wenn sie 

bereits metastasiert hat. Ferner kann eine Hormontherapie bei metastasierten, 

hormonabhängigen Tumoren wie z. B. bei manchen Formen des Hormonrezeptor-

positiven Brustkrebses oder beim Prostatakarzinom durchgeführt werden. Dabei nutzt 

insbesondere die Radio- und Chemotherapie den Umstand, dass schnell proliferierende 

Tumorzellen im Vergleich zu normal differenzierten Ausgangszellen besonders 

empfindlich auf Strahlentherapie und Zytostatika reagieren und somit bevorzugt zerstört 

werden können. Allerdings sind diese Therapien meist nicht tumorspezifisch und 

benötigen eine hohe Dosis, um die volle Wirksamkeit zu entfalten. Sie sind deshalb 

auch häufig mit vielen Nebenwirkungen verbunden. 

 

Neue Therapien zielen selektiv und möglichst spezifisch auf den Tumor, um ihn zu 

zerstören. Eine große Rolle spielen dabei Tumor-assoziierte und Tumorzell-spezifische 

Antigene, gegen die monoklonale Antikörper oder Antikörperfragmente hergestellt 

werden können. Manche dieser Antikörper haben sich im klinischen Alltag bereits 

bewährt. So führt beispielsweise der CD20-Antikörper Rituximab in Kombination mit 

dem CHOP-Chemotherapie-Protokoll bei Patienten, die an einem hochmalignen 

Lymphom, dem DLBCL, erkrankt sind, zu einer deutlichen Erhöhung der Heilungsrate.2, 

3 Darüber hinaus bewirkt bei Frauen mit HER-2-positivem Mammakarzinom die 

Behandlung mit dem HER-2-Rezeptorantikörper Trastuzumab in Kombination mit 

Chemotherapie ein signifikant längeres Gesamtüberleben.4 Schließlich verbessern die 

anti-EGFR-Antikörper Cetuximab (chimärer Maus-Mensch mAk) und Panitumumab 

(humaner mAk) in Kombination mit Chemotherapie die Gesamtüberlebensrate und das 

progressionsfreie Überleben bei Patienten mit fortgeschrittenem, Therapie-refraktärem 

kolorektalem Karzinom ohne kRAS-Mutation.5, 6 
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Der Erfolg der Antikörper-targetierten Therapie bei malignen Erkrankungen liegt auch 

daran, dass zunehmend humanisierte oder vollhumane Antikörper eingesetzt werden 

oder Antikörper-Formatvarianten, um besondere pharmakokinetische Eigenschaften zu 

nutzen, oder auch solche mit erweiterter Genvariabilität, z. B. durch Herstellung synthe-

tischer Genabschnitte. Spezies-fremde Antikörper, z. B. solche von der Maus, führen im 

menschlichen Organismus zur Bildung von Human-anti-Maus-Antikörpern, so dass die 

Mausantikörper rasch inaktiviert werden (neutralisierende Antikörper) oder zusätzlich 

sogar eine anaphylaktische Reaktion ausgelöst werden kann.7 Die Chimärisierung, 

angewandt z. B. beim mAk Rituximab, und Humanisierung, angewandt z. B. beim mAk 

Trastuzumab, von Antikörpern führt zu einer deutlich besseren Verträglichkeit beim 

Menschen und durch die humanen Fc-Anteile werden auch wichtige Effektorfunktionen, 

z. B. die antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC) und die komplement-

vermittelte Zytolyse (CDC), induziert. Die monoklonalen Antikörper, bestehend aus zwei 

schweren und zwei leichten Ketten, weisen ein hohes Molekulargewicht auf und 

diffundieren daher schlecht ins Gewebe. Sie zeichnen sich meist durch eine hohe 

Affinität, Maß der Bindungsstärke einer Bindung zwischen Antigen- und Antigen-

bindener Domäne, und Spezifität aus. Die Antigen-Antikörper-Bindungen können 

spontan dissoziieren, was durch einen hohen Antigenüberschuss oder 

unphysiologische ph-Werte begünstigt wird. Dies kann u. a. auch bei der 

Immunhistologie zu falsch negativen Ergebnissen führen. 

Antikörperfragmente, hergestellt z. B. durch die phage-display-technology, wie das Fv-

Fragment (die Antigen-bindende variable Domäne [complementarity determining 

regions] der schweren und leichten Kette) oder das Fab-Fragment (antigenbindendes 

Fragment) können durch ihr geringeres Molekulargewicht dagegen leichter in das 

Gewebe, z. B. von Neoplasien, gelangen. Jedoch weisen die Fab-Fragmente eine 

geringere Bindungsaffinität zum Ziel-Epitop auf. Beim Fv-Fragment ist der 

Zusammenhalt der variablen Domäne relativ schwach. Um eine höhere Stabilität des 

Fv-Fragments zu erreichen, werden diese mit kurzen Peptiden, sog. Peptidlinkern, 

verbunden (scFv).8 Allerdings fehlt bei Fv- und Fab-Fragmenten die zelluläre immun-

modulierende Wirkung, die über das Fc-Fragment vermittelt wird. Die Herstellung von 

konjugierten Antikörpern und Antikörperfragmenten unter Verwendung von Radioiso-

topen, Zytokinen oder zytotoxischen Substanzen, wie z. B. Gemtuzumab ozogamicin 
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(Mylotarg®), ermöglicht die spezifische Akkumulation dieser Substanz, z. B. auf der 

Zelloberfläche von Blasten einer akuten myeloischen Leukämie. So kann prinzipiell das 

therapeutische Arsenal zur Behandlung bösartiger Erkrankungen erweitert werden. 

Darüber hinaus besteht grundsätzlich auch die Möglichkeit der diagnostischen Nutzung 

solcher Immunkonjugate, z. B. durch Kopplung an 124-Jod (Radioimmunkonjugat) zur 

Durchführung von Immuno-PETs. 

    

Ein anderer Erfolg versprechender Weg liegt in der Entwicklung von Medikamenten, die 

gezielt in Signaltransduktionswege der Tumorzellen eingreifen, die für das Tumor-

wachstum von essentieller Bedeutung sind. Als gutes Beispiel hierzu dient das 

Medikament Imatinib (Glivec®), das unter anderem zur Behandlung der chronischen 

myeloischen Leukämie (CML) eingesetzt wird. In den entarteten Zellen der CML findet 

sich typischerweise eine reziproke Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22 

(t(9;22)(q34;q11); Philadelphia Chromosom). Durch diese Translokation entsteht ein 

Fusionsgen, BCR-ALB, das eine Tyrosinkinase kodiert, die deutlich länger und stärker 

wirksam ist als die der normalen Blutstammzellen. Der Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI) 

Imantinib wurde gezielt entwickelt, um sich an die BCR-ABL-Tyrosinkinase, die als 

zentraler Pathomechanismus das Wachstum der CML-Zellen unterhält, anzulagern und 

zu inhibieren. So konnte durch den Einsatz von Imatinib eine 5-Jahresüberlebensrate 

von 89 % bei neudiagnostizierten Patienten mit CML erreicht werden.9 Nachfolge-

Präparate wie Nilotinib und Dastinib werden bei Patienten mit CML eingesetzt, wenn 

eine Imatinib-Unverträglichkeit vorliegt, sowie bei fehlendem Ansprechen auf oder bei 

Auftreten eines Rezidivs unter Imatinib. So zeigte Nilotinib in ersten klinischen Studien 

eine 1-Jahresüberlebensrate von 79 % bei Patienten, die sich in der chronischen Phase 

der CML befanden und die eine Imatinib-Unverträglichkeit oder ein Imatinib-Versagen 

aufwiesen.10 Dasatinib erreichte in der 8-monatigen Verlaufskontrolle ein Ansprechen 

bei 30 % bis 90 % bei Patienten mit Imatinib-Toleranz oder Unverträglichkeit.11, 12, 13 

 

Bei den anderen bösartigen Erkrankungen wird nach ähnlichen Inhibitoren der Signal-

transduktionswege gesucht, die für das Tumorwachstum von zentraler Bedeutung sind. 

Die Heterogenität der genetischen Veränderung innerhalb der meisten Tumorentitäten 

ist jedoch wesentlich größer als bei der CML, so dass ähnlich wirksame Tyrosinkinase-
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Inhibitoren zur Behandlung von soliden Tumorerkrankungen oder Lymphomen und den 

meisten akuten Leukämien noch nicht gefunden werden konnten. Allerdings konnten 

durch den Einsatz von TKI in molekularbiologisch definierten Subgruppen von Patienten 

mit metastasiertem, nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom klinische Erfolge erreicht 

werden. So zeigten kontrollierte Studien mit Erlotinib und Gefitinib eine Verlängerung 

des Gesamtüberlebens von Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom.14, 15 

Dabei unterdrücken Erlotinib und Gefitinib die Signalwege des epidermalen 

Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR), wenn dieser eine Deletion des Exon 19 oder eine 

L858R-Mutation des Exon 21 in soliden Tumoren aufweist (z. B. beim nicht-kleinzelligen 

Lungenkarzinom). Auch kann bei Patienten, die an dem sehr seltenen gastrointes-

tinalen Stromatumor (GIST) erkrankt sind, der u. a. cKIT-Mutationen aufweist, durch die 

Behandlung mit Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Imatinib, dessen Nachfolge-Medika-

menten, sowie mit Sunitinib eine verlängerte Remissionsfreiheit erreicht werden.16, 17 

 

Ein weiterer Ansatz, das Tumorwachstum zu vermindern, wird zunehmend in der 

gezielten Beeinflussung des Tumorstromas und der extrazellulären Matrix von Tumoren 

gesehen. So konnte gezeigt werden, dass stromale Strukturen als Reaktion auf infil-

trierende Tumorzellverbände in einer charakteristischen Weise umgebaut werden, so 

dass sie als Target für eine gezielte Tumortherapie in Frage kommen. Dabei spielt die 

extrazelluläre Matrix (ECM) im Tumorgewebe eine besondere Rolle in der Regulation 

des Phänotyps sowie der Proliferation, Differenzierung, Migration und sogar der 

Genexpression von infiltrierenden Tumorzellen. Integrine, u. a. das ß1-Integrin, 

vermitteln z. B. über die fokale Adhesions-Kinase (FAK) und durch Induktion der 

Proteine der BCL-2-Familie Überlebenssignale an die Tumorzellen. Proteine wie 

Laminin, Fibronectin und Collagen Typ I fördern die Resistenz der Tumorzellen 

gegenüber Zytostatika und Radiotherapie. Myofibroblasten, die durch Interaktion mit 

Tumorzellen oder durch von ihnen produzierte Signalstoffe aktiviert werden, können die 

ECM umgestalten. Ferner wird durch eine Freisetzung von Zytokinen und 

Wachstumsfaktoren (u. a. VEGF) aus Tumorzellen oder aktivierten stromalen Zellen die 

Angiogenese angeregt. So werden insbesondere Angiogenese-Zielstrukturen (z. B. 

VEGF-Rezeptoren, deren Signaltransduktionswege oder VEGF direkt) als 
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Angriffspunkte gesehen, gegen die Medikamente zur Behandlung von malignen 

Erkrankungen entwickelt werden können.18 

 

1.1 Die Angiogenese 

Unter dem Begriff der Angiogenese wird die Bildung neuer Blutgefäße aus bereits 

existierenden Gefäßen, durch Sprossung, Splittung und Fusion von Gefäßästen zusam-

mengefasst.19 Durch Um- und Abbau der extrazellulären Matrix können Endothelzellen 

mit Hilfe von Migrations- und Proliferationsvorgängen in das Gewebe vordringen. Dort 

gruppieren sie sich zu einer röhrenähnlichen Struktur und fusionieren zu einem neuen 

Gefäß.20 Im Gegensatz zu reifen Blutgefäßen zeigen neugebildetete Blutgefäße im 

Tumorgewebe eine Desorganisation im histologischen Gefäßaufbau mit ungleich-

mäßigen Durchmessern, Dilatationen, Endothelfenestrierungen und einer erhöhten 

Durchlässigkeit der Gefäße.21 In Gebieten der Tumorproliferation wird darüber hinaus 

die extrazelluläre Matrix stark verändert.22 Physiologisch findet Angiogenese während 

der Embryonalzeit und fetalen Entwicklung statt. In gesunden ausgereiften Organen 

und Geweben des menschlichen Körpers tritt jedoch keine Angiogenese auf. Eine 

Ausnahme stellen der weibliche Fortpflanzungstrakt und speziell das Endometrium und 

die Ovarien dar.23 Als Reize für die Neubildung von Blutgefäßen gelten vor allem Ent-

zündung und Hypoxie.24 Daher findet sich bei pathologischen Veränderungen, die mit 

Entzündungen oder einem gesteigerten Sauerstoffbedarf einhergehen, auch eine ver-

mehrte Angiogenese (z. B. bei Wundheilung, diabetischer Retinopathie, Arteriosklerose 

und rheumathoider Arthritis).25 Ferner führen das Tumorwachstum und die Proliferation 

von Tumorzellen in praktisch jedem tumor-infiltrierten Gewebe zur Neubildung von 

Blutgefäßen.26 Grundlegende Arbeiten von Folkman und Kalluri haben die Bedeutung 

der Angiogenese bei der Entwicklung und dem Wachstum bösartiger Erkrankungen 

belegt. Sie postulierten zwei Phasen des Tumorwachstums.27 

 

- Phase 1: Entstehung einer Tumorzelle durch eine kritische Mutation in einer normalen 

Körperzelle. Durch eine ausgeglichene Zellteilungsrate und Zelltod bleibt die Anzahl der 

entarteten Zellen konstant. Es treten kein Tumorwachstum und keine Metastasierung 

auf. 
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- Phase 2: Ausbildung eines Angiogenesephänotyps, der Tumorwachstum und 

Metastasierung ermöglicht.  

 

Ein bösartiger Tumor kann dank der ausreichenden Versorgung durch neu gebildete 

Gefäße rasch expandieren. Ab einem Durchmesser des Tumors von ca. 2 mm setzt 

dieser Vorgang der Angiogenese ein28, der über Strukturen in der extrazellulären Matrix 

und auf den Zelloberflächen reguliert wird. In vielen vergleichenden Untersuchungen 

konnte gezeigt werden, dass Angiogenese im Tumorgewebe deutlich stärker aus-

geprägt ist als im normalen Ausgangsgewebe. So besteht grundsätzlich die Möglichkeit, 

biochemische oder molekulare Marker der Angiogenese (VEGF / VEGFR, Integrin α3βv, 

ED-B FN) als Zielstrukturen zu nutzen, um Malignome selektiv mit Medikamenten anzu-

greifen. Mit Hilfe von Antikörpern, die gegen Tumorzell- oder Tumorstroma-assoziierte 

Antigene gerichtet sind, ist es möglich geworden, toxische oder immunmodulierende 

Substanzen im Tumorgewebe gezielt anzureichern.29 Eine weitere Strategie, das 

Wachstum und die Metastasierung von Malignomen zu bekämpfen, besteht darin, die 

Angiogenese selbst mittels inhibierender Medikamente zu blockieren. VEGF besitzt 

eine Schlüsselrolle in der Bildung der Angiogenese, die über VEGF-Rezeptoren auf 

Endothelien und anderen Zellen vermittelt wird. Gegen die VEGF-Signaltransduktions-

wege sind bereits einige Medikamente erfolgreich entwickelt worden, wie z. B. der 

humanisierte monoklonale Antikörper Bevacizumab (Avastin®), der gegen VEGF 

gerichtet ist, sowie die TKI Sorafenib (Nexxavar®) und Sunitinib (Sutent®), die unter 

anderem die Signaltransduktion von VEGF-Rezeptoren blockieren.30  

Um das Ausmaß der Angiogenese in einem Gewebe zu messen, wird die Dichte der 

Mikrogefäße (MVD ≈ microvessel density) pro Fläche im Gewebsschnitt mikroskopisch 

bestimmt. Dabei wird das Endothel immunhistologisch, z. B. mit CD34- oder CD31- 

Antikörpern, markiert. Der MVD wird eine prognostische Aussagekraft bei Tumorerkran-

kungen zugeschrieben.31 Durch Vergleich der MVD in Lymphomen und myeloproliferati-

ven Erkrankungen mit normalen lymphatischen und haematopoetischen Geweben 

wurde eine gesteigerte Angiogenese in medullären und nodulären Lymphomen sowie in 

myeloproliferativen Erkrankungen nachgewiesen.32, 33, 34, 35 Weiterhin wurde beim 

hochmalignen B-NHL eine signifikant höhere MVD festgestellt als im niedrigmalignen B-
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NHL.36, 37 Im follikulären Lymphom wurde interfollikulär eine höhere Gefäßdichte als 

intrafollikulär beschrieben.38 Auch beim Plasmazellmyelom scheint die MVD in Verbin-

dung mit dem Aktivitätsgrad der Erkrankung zu stehen39, so dass empfohlen wurde, 

therapeutische Strategien an den Grad der Angiogenese als Ausdruck der Krankheits-

aktivierung anzupassen.40 In soliden Tumoren, z. B. im klarzelligen Nierenzellkarzinom, 

wurde ebenfalls eine höhere MVD im Vergleich zu normalem Nierengewebe nachge-

wiesen.41  

 

1.2 Extra-Domäne B des Fibronectin 

Die Extra-Domäne B des Fibronectins (ED-B FN) stellt eine Variante des Fibronectin 

dar. Das Fibronectin (FN) ist ein Glycoprotein, das aus ca. 2500 Aminosäureresten 

besteht.42  Nachgewiesen wurde es in der extrazellulären Matrix von Tumoren und 

zirkulierend im Blutplasma. Die genaue Funktion des FN ist nicht vollständig bekannt. 

Es wird jedoch vermutet, dass FN eine funktionelle Rolle bei der Adhäsion, Migration, 

Differenzierung und Proliferation von Zellen einnimmt. So fanden sich bei Mäusen mit 

einem inaktiven FN-Gen große Gewebedefekte im Bereich des Mesoderms.43 Das 

Glycoprotein FN ist aus drei sich wiederholenden Repeats (Typ I, II und III) 

zusammengesetzt. Repeat-Typ I und II sind durch Cysteinreste charakterisierte 

Strukturen, die Disulfidbrücken ausbilden. Der Repeat-Typ III bildet mit seinem 

aromatischen Anteil die spezifischen Bindungsdomänen. Dadurch kann das Protein mit 

verschiedenen Liganden, z. B. Zellen, Fibrin, Collagen und Heparin, interagieren. 

Molekulare Varianten von FN entstehen durch alternatives Splicen in der prä-mRNA 

des Repeat-Typs III (ED-A FN,  ED-B FN, variable III-CS-Region) sowie durch post-

translationale Modifikation (de novo glykolisiertes FN). Die unterschiedliche Ausprägung 

in der III-CS-Region entscheidet über das Molekulargewicht und somit über die 

Löslichkeit des Proteins und eine mögliche Dimerisierung.44  
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Fibronectin. 

Entnommen aus Ebbinghaus C, Scheuermann J, Neri D et al.50 

 

Das de novo glykolisierte FN ist definiert durch Glykolisierung in der III-CS-Region und 

wurde von der Gruppe um Prof. Hakamori entdeckt. Diese Isoform ist ein Protein, das 

vor allem in der extrazellulären Matrix des fetalen und malignen Gewebes zu finden 

ist.45 Durch die Glykolisierung ist eine Änderung in der Substratspezifität der α-Gal-Nac 

Transferase möglich.46 Das ED-A FN bildet eine dem ED-B FN sehr ähnlich FN-

Variante. Es ist in der Nähe von zentralen Zellbindungsregionen lokalisiert und genauso 

wie ED-B FN ein Protein der extrazellulären Matrix. Auch die Funktionen des ED-A FN 

ähneln denen des ED-B FN. ED-B FN wurde erstmalig von Zardi et al.47 beschrieben. 

Die Sequenz des ED-B FN besteht aus 91 Aminosäuren, die von einem einzelnen Exon 

kodiert werden, das durch differenzielles Splicen entweder in die mRNA komplett 

integriert oder ausgeschlossen wird. Die dreidimensionale Struktur des ED-B FN wurde 

mit Hilfe der NMR-Spektroskopie entschlüsselt. Dessen Grundstruktur besteht aus zwei 

antiparallelen β-Faltblättern, die zusammen die Form eines β-Sandwichs ergeben. Das 

eine β-Faltblatt wird aus drei β-Strängen, das andere aus vier β-Strängen zusammen-

gesetzt.48  
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Abbildung 2: 3D-Struktur von ED-B FN. 

Die rote Darstellung zeigt ein β-Faltblatt bestehend aus drei (A, B, E) β-Strängen, die 

blaue Darstellung zeigt das zweite β- Faltblatt bestehend aus vier (G, F, C, Ć) β-

Strängen. Entnommen aus Fattorusso R, Pellecchia M, Viti F et al.48 

 

Knock-out-Mäuse mit einem fehlenden ED-B FN-Exon sind gesund, fertil und zeigen in 

vivo keinen auffälligen Phänotyp, aber das Wachstum der Fibroblasten ist verlangsamt. 

Offenbar besitzt ED-B FN keine Schlüsselfunktion in der Embryonalentwicklung, 

sondern es scheint an Modulationsvorgängen des Gewebewachstums beteiligt zu 

sein.49 

ED-B FN nimmt eine wichtige Funktion bei der Angiogenese durch Beeinflussung der 

Endothelfunktionen wie Adhäsion, Proliferation und Formation neuer Blutgefäße ein.50, 

51 Durch Stimulation der Expression von VEGF und als potentieller Bindungspartner des 

α5β1-Integrin-Rezeptors induziert ED-B FN ebenfalls die Angiogenese.52, 53  ED-B FN 

wird hauptsächlich in der extrazellulären Matrix neu gebildeter Blutgefäße gefunden. Im 

Gegensatz dazu weisen reife Blutgefäße in gesunden Organen oder Geweben 

typischerweise kein ED-B FN auf. 

 

Nachweis des ED-B FN in gesunden und krankhaft veränderten Geweben 

ED-B FN ist im gesunden, ausgereiften Gewebe bis auf wenige Ausnahmen, z. B. in 

dem Ovar und Endometrium, nicht vorhanden.54 Solide Tumore, wie z. B. das 

klarzellige Nierenzellkarzinom, weisen eine hohe Expression von ED-B FN an neu 

gebildeten Blutgefäßen und teilweise auch im Tumorstroma auf.55, 56 Im Gegensatz 

dazu ist in der gesunden ausgereiften Niere kein ED-B FN vorhanden.57  ED-B FN ist 
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darüber hinaus bei Angiogenese-induzierenden Erkrankungen, z. B. bei Atherosklerose, 

rheumatoider Arthritis, sowie bei retinalen Erkrankungen und während der Wundheilung 

an den Blutgefäßen nachgewiesen worden.58, 59, 60, 61, 62, 63, 64 

 

1.3 Kurzüberblick über Lymphomerkrankungen 

Die Einteilung der Lymphome erfolgt nach der WHO-Klassifikation.65 

Lymphomerkrankungen werden grob in Hodgkin-Lymphome (HL) und Non-Hodgkin-

Lymphome (NHL) unterteilt. Unter dem Begriff NHL wird eine Vielzahl von Lymphom-

typen der B- und T-Zellreihe zusammengefasst.66 Risikofaktoren für die Entstehung von 

Lymphomen, vor allem von NHL, sind erworbene oder angeborene Immundefekte (z. B. 

HIV-Infektionen, Infektionen durch HTLV 1, EBV oder Helicobacter pylori, immun-

suppressive Dauertherapien) sowie eine erhöhte Strahlenexposition.67 Im Gegensatz zu 

soliden Tumoren sind Lymphome Systemerkrankungen und bedürfen deshalb primär 

einer systemischen Behandlung, z. B. Chemotherapie. Operative Verfahren stehen bei 

ihnen im Hintergrund und werden meist zur Diagnosefindung oder in seltenen Fällen zur 

Vermeidung von Komplikationen durchgeführt. Auch die Strahlentherapie spielt bei der 

Lymphombehandlung nur eine begrenzte Rolle und wird hauptsächlich im lokalisierten 

Stadium und meist in Kombination mit einer Chemotherapie angewandt. Das HL spricht 

sehr gut auf Chemotherapie oder eine kombinierte Radiochemotherapie an und ist bei 

den meisten Patienten heilbar (in über 85 % der Fälle), wie große Sammelstatistiken 

belegen. So waren im Jahre 2010 in den USA 8490 der 74030 neu diagnostizierten 

Lymphompatienten an einem HL erkrankt. Allerdings sind im gleichen Zeitraum nur 

1320 Patienten an einem HL verstorben.68 Auch die meisten NHL-Entitäten sind durch 

eine Chemotherapie und im lokalisierten Stadium auch durch alleinige Strahlentherapie 

behandelbar und zeigen ein gutes Ansprechen. Tritt jedoch ein Rezidiv auf, so sind 

anhaltende Therapieerfolge oder gar Heilungen nur noch selten zu erreichen. So finden 

sich einige haematologische Neoplasien, wie z. B. das Plasmazellmyelom, die trotz 

Hochdosis-Chemotherapie meist nicht geheilt werden können. 

Im Vergleich zu soliden Karzinomen sind die Patienten mit NHL oder HL durchschnitt-

lich jünger. Das HL tritt typischerweise zwischen dem 15. – 35. Lebensjahr und im 

achten Lebensjahrzehnt gehäuft auf. Bei den NHL sind vor allem das Burkitt-Lymphom, 
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ALK-positive ALCL im Kindesalter und bei jungen Erwachsenen besonders oft 

aufzufinden. Die häufigste bösartige Erkrankung des Kindesaltes ist jedoch die akute 

lymphoblastische Leukämie, die ihren Ausgang von B-Zellen nimmt. 

Gerade weil Patienten mit Lymphomerkrankungen jünger sind, werden Chemo- und 

Strahlentherapie-induzierte Nebenwirkungen wie z. B. das Auftreten einer 

Zweitneoplasie oder myelodysplastischer Syndrome erlebt. Neuere Medikamente wie 

z. B. der CD20-Antikörper Rituximab haben die Heilungschancen von Patienten z. B. 

mit diffus großzelligem B-Zell Lymphom (DLBCL) deutlich verbessert. Jedoch besteht 

noch ein deutlicher Bedarf an neuen Therapieansätzen für Patienten mit rezidivierten 

Lymphomen. 

 

Die Neubildung von Blutgefäßen, Angiogenese, ist auch in lymphatischen und 

haematopoetischen Neoplasien erforderlich, um das Wachstum dieser Neoplasien zu 

unterhalten, wie in vielen Untersuchungen gezeigt werden konnte.28, 31 – 36, 69, 70, 71, 72, 73, 

74, 75 Diese umfangreichen Beobachtungen lassen vermuten, dass ED-B FN an neuge-

bildeten Blutgefäßen auch im Gewebe von lymphatischen Neoplasien vorhanden sein 

könnte und daher als mögliche vaskuläre Zielstruktur für selektive Therapien in Frage 

käme. 

  

1.4 Ziel der vorliegenden Arbeit 

Ziel meiner Arbeit war es zu untersuchen, ob der Angiogenesemarker ED-B FN in 

normalen und bösartig veränderten haematopoetischen und lymphatischen Geweben 

nachweisbar ist. Dazu wurden Biopsate von über 200 Patienten, die an haemato-

poetischen oder lymphatischen Neoplasien erkrankt waren, systematisch mittels 

Immunhistologie auf das Vorhandensein von ED-B FN analysiert. Außerdem sollte 

untersucht werden, ob ein wesentlicher Unterschied im Vorhandensein von ED-B FN 

bei bösartigen haematologischen Erkrankungen im Vergleich zu normalem oder reaktiv 

bzw. inflammatorisch verändertem Ausgangsgewebe besteht. 

Um diese Untersuchungen an routinemäßig in Paraffin eingebetteten Gewebeproben 

durchführen zu können, musste zunächst ein methodisches Problem gelöst werden, 

denn immunhistologische Untersuchungen mittels gentechnisch hergestellter Antikörper 
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(phage-display-technology) sind aufgrund ihrer relativ geringen Affinität am 

Paraffinschnitt in der Regel nur durch eine komplizierte Vorbehandlung des Gewebes 

zur Epitop-Freilegung möglich. Dabei wurde unter Verwendung eines Dampfdrucktopfes 

eine Methode entwickelt, die es ermöglichte, das ED-B FN-Epitop in Paraffinschnitten 

schonend freizulegen, so dass es mittels der APAAP-Standardmethode 

immunhistologisch nachgewiesen werden konnte. 

In Einzelnen sollten folgende Fragen im Rahmen dieser Arbeit beantwortet werden: 

 

- 1. Lässt sich ED-B FN in Tumorbiopsaten von Patienten mit lymphatischen und 

haematologischen Neoplasien nachweisen? 

 

- 2. Lässt sich ED-B FN auch in normal reifen, entzündlich/reaktiv veränderten 

haematopoetischen und lymphatischen Geweben nachweisen? 

 

- 3. In welchem Umfang ist ED-B FN an neugebildeten Blutgefäßen in Biopsaten von 

lymphatischen und haematologischen Neoplasien vorhanden und gibt es einen 

Unterschied zwischen der Häufigkeit der ED-B FN-positiven Blutgefäße im Lymphom-

gewebe und nicht-neoplastischem lymphatischem Gewebe? 

 

- 4. Sind zwischen den einzelnen lymphatischen und haematologischen Neoplasien 

Unterschiede in der Häufigkeit der ED-B FN-positiven Blutgefäße vorhanden? 
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2 Material und Methoden  

2.1 Übersicht über die Bezugsquellen 

Reagenzien Bezugsquellen 

mAk BC1  Zardi L., Genua, Italien 

L19-IL2-Fusionsprotein  Philogen, SpA, Siena, Italien 

mAk MX1  Bayer Schering Pharma, Berlin, 

Deutschland 

Tissue-Tek® O.C.T™ Compound  Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude, 

Nederlands 

Tween® 20 pure  Polyoxyethylene sorbitan monolaureate, 

Serva Elektrophorosis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

monoklonaler murinen Antikörper gegen 

humanes IL-2  

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, 

Deutschland, Klon: 5334 

Dako REAL detection kit APAAP, Mouse, 

K 5000“  

Dako, Hamburg, Deutschland 

Kaninchen Anti-Maus-Serum  Dako, Hamburg, Deutschland, Z0259 

APAAP-Komplex  Dako, Hamburg, Deutschland, D0651 

Gelatine  Kaisers Glyceringelatine, Merck, 

Darmstadt 

mAk CD34  Immunotech, Marseille, France, Klon: 

QBEND 

Ziege-Anti-Maus Cy3-konjugierten Anti-

körper  

Dianova, Hamburg, Deutschland  

Ziege-Anti-Maus Cy2-konjugiertem Anti-

körper  

Dianova, Hamburg, Deutschland 

TOTO3  Molecular Probes, Paisley, UK 

Flourescent Mounting Medium  Dako, Hamburg, Germany, S3023 
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2.2 Übersicht der verwendeten Lösungen und Puffer 

Citratpuffer (pH 6,0)    5 l H2O dest. 

+ 10,5 g Zitronensäure 

+ NaOH bis pH 6,0 

Hämalaun nach Mayer    3 l H2O dest. 

+ 3 g Hämatoxylin 

+ 0,6 g Natriumjodat 

+ 150 g Aluminiumkaliumsulfat Dodecalhydrat      

+ 150 g Chloralhydrat 

+ 3 g Zitronensäure 

Tris-Puffer (mit oder ohne Tween® 20 

pure) (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 144mM 

NaCl) 

   5 l H2O dest. 

+ 34,25 g Tris-HCl 

+ 4,5 g Tris-Base 

+ 43,99 g NaCl 

(+ 5 ml Tween® 20 pure) 

RPMI Puffer (pH = 7,4-7,6)  50 ml RPMI (Seramed, 1640) 

+ 400 ml Aqua dest. 

+ 50 ml inaktiviertes Rinderserum 

+ 0,5 g Natriumazid 

HUSE  (pH = 7,4-7,6) 10 ml Humanserum (Biseko, 184.076-08) 

+ 90 ml RPMI 

 

2.3 Die Gewebeproben 

Die routinemäßig in Paraffin eingebetteten und die gefrierasservierten Proben von 

Lymphom- oder Leukämie-infiltrierten Geweben oder von inflammatorisch veränderten 

oder normalen lymphatischen Geweben wurden aus den Gewebebanken des Institutes 

der Pathologie, Charité Universitätsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, Berlin, 

entnommen. Ein Votum für die Nutzung der Gewebe von der lokalen Ethikkomission lag 

vor. Sämtliche haematopoetischen und lymphatischen Tumore waren in Über-
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einstimmung mit der WHO-Klassifikation eingeteilt.65 Als Positivkontrollen wurden 

sowohl Paraffin-eingebettete als auch gefrierasservierte Tumorgewebeproben von 

Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinomen (n = 6) sowie murines F9-Teratokarzi-

nomgewebe verwendet. Das Gewebe des murinen F9-Teratokarzinoms wurde von 

Bayer Schering Pharma, Berlin, Deutschland, zur Verfügung gestellt. Die Zelllinie des 

F9-Teratokarzinoms wurde über die American Type Culture Collection (ATCC) 

bezogen. In Medium suspendierte F9-Tumorzellen wurden subkutan in athyhmische 

Nacktmäuse (acht Wochen alt, weibliche nude/nude CD1 Mäuse; Correzzana, Milano, 

Italien) injiziert.76 F9-Tumore mit einen Durchmesser über 10 mm wurden den Mäusen 

entnommen und in zwei Hälften geteilt. Ein Teil der Gewebeprobe wurde mittels 

Routineverfahren in Paraffin eingebettet, der andere wurde in flüssigem Stickstoff 

gefrierasserviert (n = 1). 

 

2.3.1 Gefrierasservierte (kryopräservierte) Gewebeproben 

Folgende lymphatische Gewebe wurden untersucht: chronisch lymphatische Leukämie 

(n = 3; Lymphknoten n = 2; Tonsillen n = 1), Mantelzell-Lymphom (MZL, n = 8; 

Lymphknoten n = 7; Tonsillen n = 1), Follikuläres Lymphom Grad 1/2 (n = 6; 

Lymphknoten). 

 

2.3.2. Paraffin-eingebettete Gewebeproben 

Folgende nicht-neoplastische lymphatische oder haematopoetische Gewebe wurden 

untersucht: reaktive, nicht-neoplastische Knochenmarkbiopsate (n = 9), Knochenmark-

biopsate anderer Erkrankungen (n = 2; hämolytische Anämie n = 1;  noduläres B-NHL 

ohne Nachweis einer Knochenmarkinfiltration n = 1), hyperplastische Tonsillen (n = 13; 

chronische Tonsillitis), Lymphknoten (n = 23) davon normale Lymphknoten (n = 10; 

tumorfreie Staging-Lymphknoten aus Neck-Dissektionspräparaten, Durchmesser max. 

0,7 cm) und entzündlich veränderte Lymphknoten (n = 12);  eitrige Aktinomyzeten-

infektion (n = 1), HIV-assoziierte Lymphadenophatie (n = 1), EBV-assoziierte Lymph-

adenophatie/infektiöse Mononukleose (n = 2). 
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Biopsate folgender Hodgkin-Lymphome wurden untersucht: Klassisches Hodgkin-

Lymphom (cHL, n = 50) davon cHL vom Mischtyp (cHL-MC, n = 24; Lymphknoten n = 

23; Bronchus intermedius n = 1), nodulär-sklerosierendes cHL (cHL-NS, n = 23, 

Lymphknoten), lymphozytenreiches cHL (cHL-LR, n = 3, Lymphknoten) sowie das 

lymphozytenprädominantes Hodgkin-Lymphom (LPHL, n = 7, Lymphknoten). 

 

Biopsate folgender B-NHL und EBV-assoziierte Lymphoproliferation wurden untersucht: 

Diffuses großzelliges B-Zell-Lymphom ((DLBCL, n = 38); zentroblastische Variante (n = 

22; Lymphknoten n = 10; Tonsillen n = 4; Knochenmark n = 1; Magen n = 2; Hirn n = 1; 

Ovar n = 1; Weichgewebe n = 1; Nasenrachenraum n = 2); zentroimmunoblastische 

Variante (n = 5; Lymphknoten n = 2; Knochenmark n = 1; Dünndarm n = 1; mediastinal-

thymiales Gewebe n = 1); immunoblastische Variante (n = 1, Lymphknoten); plasmo-

blastische Variante (n = 3, Lymphknoten); anaplastische Variante (n = 4, Lymphknoten); 

T-zellreiches B-Zell-Lymphom (n = 3, Lymphknoten), Follikuläres Lymphom (FL, n = 

30);  FL Grad 1/2 (n = 24; Lymphknoten n = 21; Jejunum mesenterium n = 1; 

Brustdrüse und darüber liegende Haut n = 1; Weichgewebe aus dem Trigonicum carotis 

n = 1), FL Grad 3a (n = 3; Lymphknoten n = 1; Tonsille n = 1; Weichgewebe n = 1), FL 

Grad 3b (n = 3; Lymphknoten n = 2; Tonsille n = 1), Plasmazellmyelom (PM; n = 14; 

Knochenmark n = 13; Lymphknoten n = 1), Mantelzell-Lymphom (MZL, n = 12; 

Lymphknoten n = 8; Tonsillen n = 1; Knochenmark n = 2; Magen n=1), Chronische 

lymphatische Leukämie (CLL, n = 11; Knochenmark n = 4; Lymphknoten n = 6; 

Tonsillen n = 1), Marginalzonen-B-Zell-Lymphom (MGL, n = 4; Lymphknoten), Akute 

lymphoblastische B-Zell Lymphom/Leukämie (B-ALL, n = 4, Knochenmark), 

Lymphoplasmozytisches Lymphom (LPL, n = 3; Lymphknoten n = 2; Knochenmark n = 

1), EBV-assoziierte Lymphoproliferation unter dem Bild eines B-NHL (n = 3). 

 

Biopsate folgender T-NHL wurden untersucht: Anaplastisch großzelliges T-Zell-

Lymphom (ALCL, n = 14; Lymphknoten Alk+, n = 5; Lymphknoten Alk-, n = 6; Haut Alk-, 

n = 3), Peripheres T-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom, nicht weiter spezifiziert (T-NHL/NOS, 

n = 5; Lymphknoten n = 4; Knochenmark n = 1), Akutes lymphoblastisches T-Zell-

Lymphom/Leukämie (T-ALL, n = 7; Lymphknoten n = 3; Knochenmark n = 2; Hoden n = 

1; Haut n = 1). 
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Knochenmarkbiopsate wurden bei folgenden myeloproliferativen Neoplasien untersucht: 

Akute myeloische Leukämie (AML, n = 7), Chronische myeloische Leukämie (CML, n = 

5), Primäre Myelofibrose (pM, n = 4), Essentielle Thrombozythämie (TE, n = 4), 

Polyzythämia vera (PV, n = 4). 

 

Biopsate folgender Organe wurden von Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen 

untersucht: Milz (n = 1, Milzruptur nach Polytrauma), Appendix (n = 4, chronische 

Appendizitis), Präputium (n = 2, Phimose), Schilddrüse (n = 3; Schilddrüsenhyperplasie 

ohne Entzündungszeichen n = 2; Schilddrüsenhyperplasie mit chronischen Ent-

zündungszeichen n = 1), Speicheldrüse (n = 3; chronische Entzündung n = 1; tumorfrei 

aus dem Einzugsgebiet eines Plattenepithelkarzinoms n = 2), Brustdrüsen (n = 2; 

fibrozystische Mastopathie n = 1; Mastopathie Grad 2 nach Prechtel n = 1), Hautbiopsie 

(n = 2; basozelluläres Karzinom n = 1; entzündliches T-Zellinfiltrat der Haut n = 1). 

 

2.4 Aufbereitung der Gewebeproben 

Die Vorbereitung der gefrierasservierten Gewebe fand wie im Folgenden beschrieben 

statt. Die Gewebeproben wurden in Tissue-Tek® O.C.T™ Compound eingebettet, in 

flüssigen Stickstoff schockgefroren, und bei -80 °C kryoasserviert. Histologische 

Schnitte der gefrierasservierten Gewebeproben wurden mit Hilfe eines Kryostaten in 

eine Dicke von 5 µm hergestellt. Die Schnitte wurden dann 10 min in Aceton fixiert. Im 

Anschluss erfolgte die Immunhistologie nach der APAAP-Methode mit den Anti-ED-B 

FN-Reagenzien. 

 

Das Paraffin eingebettete Gewebe wurde wie im Folgenden beschrieben aufbereitet. 

Die Gewebeproben wurde 24 – 48 Stunden in einer 4%igen Formalinlösung fixiert und 

anschließend nach der Routinemethode in Paraffin eingebettet. Mittels eines Mikrotoms 

wurden von den erstarrten Paraffinblöcken 5 µm dicke histologische Schnitte 

angefertigt. Diese Schnitte wurden auf Glasobjektträger übertragen und über einen 

Zeitraum von jeweils drei mal fünf Minuten im Xylolbad entparaffiniert. Durch eine 

absteigende Reihe von 96%iger, 80%iger und 76%iger Ethanollösung wurden die 
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Schnitte schließlich in Tris-Puffer mit Tween® 20 pure überführt. Das ED-B FN-Epitop 

wurde anschließend mit verschiedenen Verfahren freigelegt. 

 

2.4.1 Freilegung des ED-B FN Epitops am im Paraffin eingebetteten Gewebe 

Für die Freilegung der Epitope von ED-B FN mussten bekannte Verfahren der Antigen- 

Wiederherstellung deutlich modifiziert und optimiert werden.77, 78, 79 

1. Epitop-Freilegung mittels gesättigtem Dampfdruck: Die entparaffinierten 

histologischen Schnitte wurden in einen Hochdruckkochtopf gestellt, der 2000 ml einer 

optimierten Pufferlösung enthielt. Um eine optimale Epitopfreilegung zu erzielen, wurde 

eine Testreihe mit folgenden verschiedenen Pufferlösungen und unterschiedlichen 

Kochzeiten im Hochdruckkochtopf (125 °C, 100 kPa, 15 psi) durchgeführt.  

-A: Citratpuffer (pH 6,0) mit einer Kochzeit von jeweils 2 Minuten, 5 Minuten, 10 

Minuten, 

-B: 2 mM EDTA Lösung (pH 8,0) mit einer Kochzeit von jeweils 1 Minute, 2 Minuten, 

5 Minuten und 10 Minuten, 

2. Enzymatische Epitopfreilegung: In einem alternativen Ansatz wurden entparaffinierte 

Gewebeschnitte 15 Minuten lang mit einer Proteaselösung (Protease, Type XIV, von  

Streptomyces griseus, P5147-5G, SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland) bei 37 Cº inkubiert. 

Die histologischen Schnitte wurden wieder in Tris-Puffer mit Tween® 20 überführt und 

im Anschluss erfolgte die Immunhistologie nach der APAAP-Methode mit den Anti-ED-B 

FN Reagenzien. 

 

2.5 Immunhistologie 

Die Immunhistologie wurde nach der APAAP-Methode für monoklonale Antikörper 

durchgeführt. Der erste Schritt erfolgte durch die Inkubation des Primärreagenzes 

(monoklonaler Antikörper) auf dem Gewebe. Die spezifische Bindung des primären 

Antikörpers an das Epitop wurde mit Hilfe eines Kaninchen-Anti-Maus-Antikörpers 

(Sekundärantikörper) detektiert. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem APAAP-

Komplex (alkalische Phosphatase anti-alkalischer Phosphatase-Komplex), der aus 
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alkalischer Phosphatase vom Kälberdarm und monoklonalem Mausantikörper gegen 

alkalische Phospatase bestand. Die Wiederholung der Inkubationen mit dem 

Sekundärantikörper und dem APAAP-Komplex führt zu einer Verstärkung der Intensität 

der Farbreaktionen und soll gleichzeitig unspezifische Bindungen reduzieren. Die 

Ausfällung des roten Reaktionsproduktes erfolgt nach Zugabe einer Lösung, die 

Naphtholphosphat und Chromogene enthält, durch Entfernung von Phosphatresten.80  

 

2.5.1 Die Anti-ED-B FN Reagenzien 

Zur Detektion des ED-B FN im Gewebe wurden drei verschiedenen Reagenzien 

genutzt: 

- mAk BC1 ist ein muriner monoklonaler Antikörper, der ein benachbartes Epitop (β-

Galactosidase-Fibronectin Fusionprotein) auf der Domain 4 des FN erkennt.81 Dieses 

tritt nur in Gegenwart von ED-B FN auf.  

- L19-IL2-Fusionsprotein ist ein nichtkovalent gebundenes Dimer, bestehend aus dem 

humanen scFv L19, das mit einem humanen IL-2-Molekül fusioniert ist.82 Die 

Bindungsaffinität zu ED-B FN ist sehr hoch (Kd = 54 pM).83, 84, 85 

- mAk MX1 ist ein muriner ED-B FN-spezifischer IgG2a monoklonaler Antikörper. Dabei 

wird ED-B FN an einem anderen Epitop detektiert als vom L19-IL2-Fusionsprotein 

(unveröffentlichte Daten, Willuda et al., Bayer Schering Pharma, Berlin, Deutschland). 

 

Der größte Teil der immunhistologischen Untersuchungen ist mit dem mAk MX1 durch-

geführt worden. Das L19-IL2-Fusionsprotein sowie der mAk BC1 wurden überwiegend 

im Paraffin eingebetteten Gewebe verwendet. 

 

2.5.2 Die immunhistologische Färbung nach der APAAP-Methode 

Die gefrierasservierten und die in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte wurden nach 

der Aufbereitung mit den primären ED-B FN-Reagenzien (mAk MX1, L19-IL2- 

Fusionsprotein oder mAk BC1) über 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 

jeder Inkubation wurden die kryopräservierten Schnitte mit Tris-Puffer, die in Paraffin 

eingebetteten Proben mit Tween® 20 pure-haltigem Tris-Puffer dreimal gespült. Das 
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gebundene Primärreagenz L19-IL2-Fusionsprotein wurde in einem Zwischenschritt mit 

einem monoklonalen murinen Antikörper gegen humanes IL-2 detektiert. 

Die in Paraffin eingebetteten histologischen Schnitte wurden anschließend nach der 

APAAP-Methode für monoklonale Antikörper mit Hilfe des Kits „Dako REAL detection kit 

APAAP, Mouse, K 5000“, immunhistologisch gefärbt. Dabei wurden die Schnitte über 

30 Minuten mit einer gepufferten Lösung inkubiert, die Kaninchen-Anti-Maus-

Immunglobulin enthielt. Im Anschluss erfolgte eine 30-minütige Inkubation der 

Gewebeschnitte mit dem APAAP-Komplex in einer gepufferten Lösung. Bei den 

gefrierasservierten Proben wurde ebenfalls analog der APAAP-Methode für 

monoklonale Antikörper ein Kaninchen Anti-Maus-Serum, 1 : 20 verdünnt mit humanem 

Serum (HUSE), verwendet, mit dem der histologische Schnitt über 30 Minuten 

überschichtet wurde. Daraufhin erfolgte eine 30-minütige Inkubation mit dem APAAP-

Komplex, der in einer Verdünnung 1 : 50 mit RPMI-Lösung angewandt wurde. Diese 

letzten beiden Schritte wurden sowohl am im Paraffin eingebetteten als auch an den 

gefrierasservierten Proben wiederholt, wobei die Inkubationszeiten je zehn Minuten 

betrugen. Durch eine 10-minütige Überschichtung der histologischen Schnitte mit der 

Entwicklungslösung aus dem „Dako REAL detection kit APAAP, Mouse, K 5000“ 

erfolgte die Präzipitation mit dem Farbumschlag ins Rote. Diese Lösung enthielt u. a. 

die Chromogene Red 1, 2, 3, Naphtholphosphat und den Inhibitor der endogenen 

alkalischen Phosphatase Levamisole in einer gepufferter Lösung. Schließlich wurden 

die Proben eine Minute lang in Hämalaun nach Mayer gegengefärbt und dann in 

Glyceringelatine eingebettet. 

 

2.6 Kompetitionsversuch mit rekombinantem ED-B FN 

Aufgrund der unterschiedlichen Epitoperkennung der Anti-ED-B FN-Reagenzien konnte 

dieser Versuch nur mit dem mAk MX1 und dem L19-IL2-Fusionsprotein durchgeführt 

werden. Als Testgewebe wurden gefrierasservierte wie auch in Paraffin eingebettete 

Proben des F9-Teratokarzinoms und des klarzelligen Nierenzellkarzinoms verwendet. 

Die histologischen Schnitte wurden wie oben beschrieben (für die in Paraffin 

eingebetteten Proben wurden die Freilegungsmethode 1B für 5 Minuten verwandt) 

vorbehandelt. Die Anti-ED-B FN-Reagenzien wurden über 15 Minuten mit einem 
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Überschuss an humanem rekombinatem ED-B FN (11 kDa, Bayer Schering Pharma, 

Berlin, Deutschland) präinkubiert. Diese Mixtur wurde für fünf bis zehn Minuten auf die 

Proben aufgetragen. Ein Kontrollschnitt des Gewebes (gleiche Verfahrensweise, aber 

keine Zugabe von rekombinantem ED-B FN) wurde mitgeführt. Die Proben wurden 

dann nach der APAAP-Methode wie beschrieben bearbeitet. Anschließend wurden die 

ED-B FN-Darstellungen in den unterschiedlich behandelten Gewebeschnitten 

miteinander verglichen.  

 

2.7 Die Immunhistologie mit dem mAk CD34 

In Paraffin eingebettete Gewebeproben von folgenden Erkrankungen wurden 

untersucht: entzündlich veränderter Lymphknoten (n = 1), DLBCL (n = 1, Ovar), cHL-NS 

(n = 1, Lymphknoten), PM (n = 1, Knochenmark), klarzelliges Nierenzellkarzinom (n = 

1). 

Es wurden jeweils zwei aufeinanderfolgende Schnitte eines Gewebeblocks verwendet. 

Einer wurde mit dem mAk MX1, der andere mit dem murinen monoklonalen Antikörper 

CD34 immunhistologisch gefärbt. Die histologischen Schnitte wurden wie oben 

beschrieben (für die in Paraffin eingebetteten Proben wurde die Freilegungsmethode 1B 

für fünf Minuten verwandt) vorbehandelt. Zur Gefäßdarstellung wurden die Schnitte 

über 30 Minuten bei Raumtemperatur mit dem CD34-mAk inkubiert. Anschließend 

wurden die Schnitte mit Tris-Puffer mit Tween® 20 pure dreimal gespült und nach der 

beschriebenen APAAP-Methode weiterbehandelt. Die Immunhistologie mit dem mAk 

MX1 ist wie oben genannt durchgeführt worden. Die Proben wurden mikroskopisch 

ausgewertet und miteinander verglichen. 

 

2.8 Ko-Expressionsanalyse von CD34 und ED-B FN 

Für diesen Versuch wurde ausschließlich in Paraffin eingebettetes Gewebe verwendet. 

Dabei wurden Gewebeproben folgender Erkrankungen und deren normales Ausgangs-

gewebe untersucht: klarzelliges Nierenzellkarzinom (n = 1), normaler Lymphknoten (n = 

1), entzündlich veränderter Lymphknoten (n = 1), hyperplastische Tonsille (n = 1), 

reaktive, nicht-neoplastische Knochenmarkbiopsate (n = 2), cHL (n = 2) davon cHL-MC 
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(n = 1, Lymphknoten) und cHL-NS (n = 1, Lymphknoten), DLBCL (n = 1, 

zentroblastische Variante, Lymphknoten), FL 3 (n = 1, Lymphknoten), FL 1/2 (n = 1, 

Lymphknoten), MGL (n = 1, Lymphknoten), PM (n = 1, Knochenmark), CLL (n = 1, 

Tonsille). Für die Färbung wurde das in Paraffin eingebettete Gewebe wie oben 

beschrieben vorbehandelt, die Freilegungsmethode 1B wurde für fünf Minuten verwandt 

und die histologischen Schnitte wurden in Tris-Puffer mit Tween® 20 pure überführt. 

Die Schnitte wurden mit dem MX1-mAk über eine Dauer von 30 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach jedem Schritt wurden die Schnitte dreimal mit Tris-

Puffer mit Tween® 20 pure gespült. Es erfolgte eine 45-minütige Inkubation mit einem 

Ziege-Anti-Maus Cy3-konjugierten Antikörper. Die noch freien Maus-Immunglobuline 

wurden mit Hilfe eines Ziege-Anti-Mausserums geblockt. Anschließend wurde der 

CD34-mAk über 30 Minuten auf das Gewebe gegeben. Dieser wurde von einem Ziege-

Anti-Maus Cy2-konjugiertem Antikörper über 45 Minuten detektiert. Die Darstellung der 

Zellkerne wurde durch eine dreiminütige Inkubation der Schnitte mit TOTO3 erreicht. 

Die Proben wurden schließlich in Flourescent Mounting Medium eingebettet und mit 

einem konfokalen Mikroskop (Leitz, Wetzlar, Germany) ausgewertet. Durch den Argon-

Krypton-Laser im Mikroskop strahlt das TOTO3 in sichtbarem blauem Licht 

(Wellenlänge: 460 – 490 nm). Der MX1-mAk, gebunden an den Cy3-konjugierten Anti-

Maus-Antikörper, strahlt in sichtbarem rotem Licht (Wellenlänge: 620 – 780 nm), der 

CD34-mAk, gebunden an den Cy2-konjugierten Anti-Maus-Antikörper, strahlt in 

sichtbarem grünem Licht (Wellenlänge: 490 – 570 nm). Die Ko-Lokalisation von ED-B 

FN und CD34 wurde als gelbe Fluoreszenz dargestellt. 

 

2.9 Mikroskopische Auswertung der Gewebeschnitte 

Die gefärbten Gewebeschnitte wurden mikroskopisch auf das Vorhandensein von ED-B 

FN hin untersucht und anschließend mikroskopisch semi-quantitativ analysiert. Dabei 

wurde in zehn mikroskopischen Gesichtsfeldern bei einer 400-fachen Vergrößerung von  

zwei geübten Auswertern die Rate an ED-B FN-positiven Blutgefäßen im Verhältnis zu 

allen erkennbaren Blutgefäßen unabhängig voneinander bestimmt. Die Ergebnisse zur 

Rate der ED-B FN-positiven Blutgefäße von den zehn Gesichtsfeldern eines jeden 

Auswerters wurden gemittelt und miteinander verglichen. Schließlich wurden die 
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ausgewerteten Proben nach der Rate der ED-B FN-positiven Blutgefäßen in vier 

Gruppen eingeteilt; in die erste Gruppe fielen Gewebeproben, bei denen über 90 %, in 

die zweite solche, die zwischen 89 % und 50 %, in die dritte solche, die zwischen 49 % 

und 10 % und in die vierte Gruppe solche, die unter 10 % ED-B FN-positive Blutgefäße 

aufwiesen. Die vierte Gruppe wurde als ED-B FN-negative Gruppe gewertet. 

 

2.10 Statistische Auswertung der Ergebnisse 

Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der Software SPSS® Base System 13.0 für Windows 

(SPSS GmbH Software, Theresienhöhe 13, 80339 München, Deutschland) statistisch 

ausgewertet. Der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test für unabhängige Stich-

proben wurde verwendet. Zur statistischen Auswertung wurden nur die Ergebnisse von 

Paraffin eingebetteten Proben herangezogen, die immunhistologisch mit dem mAk MX1 

gefärbt wurden. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Nachweis des ED-B FN in kryoasservierten positiven Kontrollgeweben 

ED-B FN fand sich in der Immunhistologie mit den drei genutzten anti-ED-B FN 

Reagenzien (mAk MX1, mAk BC1, L19-IL2-Fusionsprotein) im Gewebe des 

gefrierasservierten F9-Teratokarzinoms und beim klarzelligen Nierenzellkarzinom an 

nahezu allen Blutgefäßen (Abbildung 3). Ebenso konnte an kryo-präservierten 

histologischen Schnitten von verschiedenen Lymphomentitäten ein hoher Prozentsatz 

an ED-B FN-positiven Blutgefäßen nachgewiesen werden (Tabelle 2). 

 

Tabelle 1: Nachweis des ED-B FN in gefrierasservierten Lymphom-Biopsaten 

Entitäten (MX1-mAk, gefrierasserviertes 

Gewebe) 

Prozent ED-B FN-positiver Blutgefäße, 

klassifiziert nach Gruppen 

 >90 % 50-89 % 10-49 % <10 % 

Chronische lymphatische Leukämie  0/3  0/3  2/3  1/3 

Mantelzell-Lymphom   3/8  3/8  2/8  0/8 

Follikuläres Lymphom Grad ½  2/6  4/6  0/6  0/6 

 

3.2 Die Epitop-Freilegung des ED-B FN mittels Dampfdruckbehandlung  

ED-B FN konnte bisher mittels Immunhistologie an Paraffin-eingebetteten Schnitten 

nicht zufriedenstellend nachgewiesen werden. Daher wurden mehrere Versuche 

unternommen, durch eine Vorbehandlung der entparaffinierten Schnitte das ED-B FN 

Epitop besser freizulegen und für ED-B FN-bindende Antikörper detektierbar zu 

machen. Dabei erwies sich eine 5-minütige Vorbehandlung der Schnitte mit dampf-

gesättigtem Hochdruck in einer 2 mM EDTA-Lösung als besonders geeignet. Nach 

dieser Vorbehandlung der Schnitte ließen sich mit allen drei verwendeten primären 

Antikörpern (mAk BC1, L19IL2-Fusionsprotein, mAk MX1) ED-B FN-positive Blutgefäße 

finden. Mit Blick auf die Qualität und Intensität der Färbung des Gewebes fand sich eine 

ähnlich gute Darstellung der ED-B FN-positiven Gefäße im Vergleich zu den immun-

histochemisch bearbeiteten Kryoschnitten der gleichen Gewebe. Im F9-Teratokarzinom 
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wie auch im klarzelligen Nierenzellkarzinom waren ca. 100 % der Blutgefäße positiv für 

ED-B FN. Bei Lymphomentitäten fielen die Ergebnisse zur ED-B FN Expression an 

Blutgefäßen im gefrierasservierten und im Paraffin-eingebetteten Material ebenfalls 

sehr ähnlich aus (Abbildung 4). Die Morphologie der Gewebe war in den Paraffin-

eingebetteten histologischen Schnitten, methodisch bedingt, allerdings deutlich besser 

als in den gefrierasservierten Schnitten. 

 

 

Abbildung 3: Immunhistologischer Nachweis des ED-B FN an Blutgefäßen im murinen 

F9-Teratokarzinom 

A-C: F9-Teratokarzinom, Paraffin eingebettetes Gewebe; A: MX1-mAk, Vergrößerung 

200-fach; B: L19-IL2-Fusionsprotein, Vergrößerung 200-fach; C: BC1-mAk, Vergrößer-

ung 150-fach. Das Vorhandensein von ED-B FN an den Gefäßen ist in allen Schnitten 

erkennbar an den roten Farbstoffpräzipitaten. 
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Abbildung 4: Vergleich der Immunhistologie im kryoasservierten und im Paraffin 

eingebetteten Gewebe. 

A-D: follikuläres Lymphom Grad 1/2; A: MX1-mAk, gefrierasserviertes Gewebe, 

Vergrößerung 100-fach, Bildeinsatz: Vergrößerung 100-fach, ED-B FN ist rosarot 

dargestellt und an Gefäßen lokalisiert. B: MX1-mAk, Paraffin eingebettetes Gewebe, 

Vergrößerung 100-fach, deutliche dunkelrote Darstellung des ED-B FN am zentralen 

Gefäß. C: L19-IL2-Fusionsprotein, Paraffin-eingebettetes Gewebe, Vergrößerung 150-

fach, Gefäßdarstellung durch Nachweis von ED-B FN (dunkelrosa). Bild D: BC1-mAk,  

Paraffin eingebettetes Gewebe, Vergrößerung 150-fach, schwach-positive ED-B FN 

Darstellung des zentralen Gefäßes. 

 

3.3 Die Bindung des mAk MX1 und des L19-IL2-Fusionsproteins an ED-B FN ist 

spezifisch und inhibierbar durch Überschuss an löslichem ED-B FN 

Um die Bindungsspezifität zu beweisen, wurde rekombinantes lösliches ED-B FN mit 

dem mAk MX1 sowie mit dem L19-IL2-Fusionsprotein präinkubiert. Bei einem 

molekularen Überschuss von rekombinantem ED-B FN zum Antikörper im Verhältnis 

von 74 : 1 (mAk MX1, in Paraffin eingebettetes Gewebe), 148 : 1 (mAk MX1, gefrier-
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asserviertes Gewebe), 360 : 1 (L19-IL2-Fusionsprotein, in Paraffin eingebettetes 

Gewebe) und 1465 : 1 (L19-IL2-Fusionsprotein, gefrierasserviertes Gewebe) wurde 

eine nahezu komplette Inhibition der Antikörperbindung an Gefäß-ständiges ED-B FN 

erreicht (Abbildung 5). 

 

 

Abbildung 5: Kompetition der spezifischen Bindung von anti-ED-B FN-Antikörpern an 

ED-B FN durch Präinkubation mit rekombinatem löslichem ED-B FN. 

A, B: F9-Teratokarzinom, gefrierasserviertes Gewebe, L19-IL2-Fusionsprotein, Ver-
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größerung 500-fach; C, D: klarzelliges Nierenzellkarzinom, L19-IL2-Fusionsprotein, 

Paraffin-eingebettetes Gewebe, Vergrößerung 200-fach, Bildeinsatz: F9-Terato-

karzinom, L19-IL2-Fusionsprotein, Paraffin-eingebettetes Gewebe, Vergrößerung 100-

fach; E, F: F9-Teratokarzinom, MX1-mAk, Paraffin-eingebettetes Gewebe, 

Vergrößerung 500-fach; bei den rechten Abbildungen sind anhand der Rotfärbung ED-

B FN-positive Gefäße zu erkennen. In der linken Abbildung finden sich die jeweils 

nachfolgenden Schnitte, die mit dem löslichen ED-B FN-präinkubiertem Antikörper 

prozessiert wurden. Es lassen sich fast keine ED-B FN-positiven Gefäße mehr 

nachweisen, so dass von einer nahezu vollständigen Kompetition durch lösliches ED-B 

FN ausgegangen werden kann. 

 

3.4 Der ED-B FN Nachweis in nicht-neoplastisch infiltrierten lymphatischen und 

haematopoetischen Geweben  

Das normale lymphatische und haematopoetische Gewebe zeigt hoch signifikant 

weniger ED-B FN-positive Gefäße als neoplastisches Gewebe (p ≤ 0,001 (Tabelle 8); 

Tabelle 3, Abbildung 6).  

Im reaktiven, nicht-neoplastischen Knochenmark waren keine bzw. nur sehr wenige ED-

B FN-positive Blutgefäße zu finden. Allerdings war in zwei Knochenmarkbiopsaten ein 

höherer Anteil an ED-B FN-positiven Blutgefäßen nachweisbar. Bei diesen Patienten 

war eine hämolytische Anämie bzw. ein noduläres B-NHL ohne Knochenmarks-

infiltration diagnostiziert worden. Die ED-B FN-positiven Blutgefäße des Knochenmarks 

waren von einer fibrotischen Wand umgeben. An den normalen Sinusoiden, die keinen 

Hinweis auf einen fibrotischen Prozess zeigten, war kein ED-B FN nachweisbar. 

 

In normalen Lymphknoten konnten keine bzw. nur sehr wenig ED-B FN-positive 

Blutgefäße nachgewiesen werden. Dagegen wiesen entzündlich veränderte 

Lymphknoten und die hyperplastischen Tonsillen signifikant mehr ED-B FN-positive 

Blutgefäße auf als normale Lymphknoten (p < 0,001). Der ED-B FN-Nachweis in den 

hyperplastischen Tonsillen verlief sehr unterschiedlich. In sieben Fällen konnte eine 

sehr hohe Anzahl an ED-B FN-positiven Blutgefäßen nachgewiesen werden. Im 

Gegensatz dazu fand sich in fünf Fällen eine Rate an ED-B FN-positiven Blutgefäßen 
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von unter  10 %. ED-B FN wurden an Blutgefäßen jeglichen Durchmessers beobachtet. 

Die meisten der ED-B FN-positiven Gefäße waren am Rand des Keimzentrums, der 

Mantelzone und Marginalzone der Lymphfollikel lokalisiert.  

 

 

Abbildung 6: Nachweis des ED-B FN mittels Immunhistologie in nicht-neoplastisch 

infiltriertem lymphatischem und haematopoetischem Gewebe. 

A, B: reaktives, nicht-neoplastisches Knochenmarkbiopsat, Vergrößerung 50-fach A 

und 700-fach B; C, D: normaler Lymphknoten, Vergrößerung 25-fach C und 300-fach D 

sowie Bildeinsatz 100-fach; E: hyperplastische Tonsille, Vergrößerung 25-fach; A-E: 

MX1-mAk, Paraffin-eingebettetes Gewebe; sowohl im normalen Knochenmark als auch 

im normalen Lymphknoten konnten keine ED-B FN-positiven Gefäße gefunden werden 
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(A-D). Dies steht im Gegensatz zur hyperplastischen Tonsille (E), in der eine deutliche 

Rotfärbung der ED-B FN positiven Blutgefäße sichtbar ist.        
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Tabelle 2: Nachweis des ED-B FN in nicht-neoplastisch infiltrierten lymphatischen und 

haematopoetischen Geweben 

Entitäten (MX1-mAk, Paraffin-

eingebettetes Gewebe) 

Prozent ED-B FN-positiver Blutgefäße, 

klassifiziert nach Gruppen 

 90 % 50 – 89 % 10 – 49 % < 10 % 

Normales Gewebe     

Normale Lymphknoten  0/10 0/10 1/10 9/10 

Reaktive, nicht-neoplastische  

Knochenmarkbiopsate 
0/9 0/9 0/9 9/9 

Nicht-neoplastisch verändertes 

Gewebe 
    

Entzündlich veränderte 

Lymphknoten 
5/12 6/12 0/12 1/12 

 - Aktinomyezeteninfektion 1/1 0/1 0/1 0/1 

 - HIV-assoziierte 

Lymphadenophatie 
0/1 1/1 0/1 0/1 

 - EBV-assoziierte 

Lymphadenophatie 
1/2 1/2 0/2 0/2 

Hyperplastische Tonsillen 7/13 0/13 1/13 5/13 

Knochenmarkbiopsat einer 

hämolytischen Anämie und eines 

nodulären B-NHL, ohne Nachweis 

einer medullären Infiltration  

1/2 1/2 0/2 0/2 
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3.5 Nachweis des ED-B FN in den verschiedenen Lymphomentitäten und in EBV-      

assoziierten Lymphoproliferationen  

In Lymphknotenbiopsaten mit unterschiedlichsten Lymphom-Entitäten konnten ED-B 

FN-positive Blutgefäße gefunden werden. In nodulären Lymphomen wurde ED-B FN an 

Blutgefäßen jeglichen Durchmessers und Lokalisation beobachtet. ED-B FN-positive 

Blutgefäße waren innerhalb des Lymphoms, in der Lymphomkapsel, im perineo-

plastischen Stroma, aber nicht am Rand einer Nekrose zu finden. 

Bei Lymphominfitraten des Knochenmarkes fand sich ED-B FN an den kleinen und 

mittleren Gefäßen, die aus einer endothelialen Schicht und einer umhüllenden dünnen 

Wand von Bindegewebe aufgebaut waren. Die Sinusoide im Bereich der originären 

Haematopoiese zeigten dagegen keine ED-B FN-Expression. 

In den verschiedenen Entitäten des B-NHL fand sich hochsignifikant eine höhere Rate 

an ED-B FN-positiven Blutgefäßen als in normalen Lymphknoten (p < 0,001; Tabelle 8) 

und als in reaktiven, nicht-neoplastisch infiltrierten Knochenmarkbiopsaten (p < 0,001; 

Tabelle 8). Die hochmalignen B-NHL (DLBCL, B-ALL, FL Grad 3 a/b) besaßen 

signifikant mehr ED-B FN-positive Blutgefäße als die niedrigmalignen B-NHL (PM, 

MGL, MZL, LPL, CLL, FL Grad 1/2; p = 0,008; Tabelle 8). Das DLBCL wies, mit 

Ausnahme der plasmoblastischen und T-zellreichen Variante, eine hohe Anzahl an ED-

B FN-positiven Blutgefäßen auf. Auch beim Plasmazellmyelom fand sich eine hohe 

Anzahl ED-B FN-positiver Blutgefäße (Tabelle 4, Abbildungen 7 und 8). 

In Lymphknotenbiopsaten von Patienten mit EBV-assoziierter Lymphoproliferation fand 

sich ebenfalls ein sehr hoher Anteil an ED-B FN-positiven Blutgefäßen. Diese Entität 

besaß eine ähnliche relative Menge an ED-B FN-positiven Blutgefäßen wie andere 

hochmaligne B-NHL (Tabelle 4). 

Das cHL und das LPHL wiesen auch eine signifikant höhere Rate an ED-B FN-positiven 

Blutgefäßen auf als normale Lymphknoten (p ≤ 0,001; Tabelle 8). Dabei gab es keinen 

signifikanten Unterschied zwischen dem cHL und dem LPHL (p = 0,609; Tabelle 8). Die 

Ergebnisse zur Rate an ED-B FN-positiven Blutgefäßen im Hodgkin-Lymphom sind in 

Tabelle 5 und Abbildung 9 zusammengefasst. 

Lymphome der T-Zellreihe (T-NHL) wiesen ebenfalls deutlich mehr ED-B FN-positive 

Blutgefäße auf als normale Lymphknoten (p < 0,001; Tabelle 8) und als reaktive, nicht-
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neoplastisch infiltrierte Knochenmarkbiopsien (p = 0,001; Tabelle 8). Diese Ergebnisse 

sind in Tabelle 6 und Abbildung 10 zusammengestellt.  

 

Tabelle 3: ED-B FN Nachweis in B-NHL und EBV-assoziierten Lymphoproliferationen 

Entitäten (MX1-mAk, Paraffin- 

eingebettetes Gewebe) 

Prozent ED-B FN-positiver Blutgefäße, 

klassifiziert nach Gruppen 

 > 90  % 50 – 89 % 10 – 49  % < 10 % 

PM 6/14 6/14 2/14 0/14 

MGL 2/4 2/4 0/4 0/4 

LPL 2/3 0/3 1/3 0/3 

CLL 3/11 2/11 4/11 2/11 

MZL 6/12 3/12 2/12 1/12 

FL Grad 1/2 8/24 12/24 3/24 1/24 

FL Grad 3a/b  6/6 0/6 0/6 0/6 

DLBCL     

- Zentroblastisch  19/22 3/22 0/22 0/22 

- Zentroimmunoblastische     4/5 1/5 0/5 0/5 

- Anaplastisch 2/4 2/4 0/4 0/4 

- Immunoblastisch  1/1 0/1 0/1 0/1 

- Plasmoblastisch  0/3 0/3 2/3 1/3 

- T-zellreich B-Zell-Lymphom 0/3 0/3 1/3 2/3 

B-ALL 0/4 3/4 1/4 0/4 

     

EBV-assoziierte 

Lymphoproliferation 

2/3 1/3 0/3 0/3 
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Abbildung 7: Immunhistologischer Nachweis des ED-B FN beim B-NHL. 

A: Chronische lymphatische Leukämie, Vergrößerung 300-fach; B: Mantelzell-

Lymphom, Vergrößerung 200-fach; C: Plasmazellmyelom, Vergrößerung 200-fach; D: 

Marginalzonen-B-Zell-Lymphom, Vergrößerung 100-fach; E: Follikuläres Lymphom 

Grad 1/2, Vergrößerung 25-fach; F: Follikuläres Lymphom Grad 1/2, Vergrößerung 

150-fach; alle ED-B FN-Färbungen wurden mit dem MX1-mAk bei in Paraffin- 

eingebettetem Gewebe durchgeführt. Man erkennt unterschiedlich große Blutgefäße 

mit deutlichem Nachweis von ED-B FN im Endothelbereich (rote Färbung). 
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Abbildung 8: Immunhistologischer Nachweis des ED-B FN beim B-NHL. 

A: Lymphoplasmozytisches Lymphom, Vergrößerung 150-fach; B: Diffus großzelliges 

B-Zell-Lymphom, Vergrößerung 200-fach; C: Akute lymphoblastische B-Zell Lymphom, 

Vergrößerung: 300-fach; alle ED-B FN-Färbungen wurden mit dem MX1-mAk bei in 

Paraffin-eingebettetem Gewebe durchgeführt. Unterschiedlich große Gefäße mit 

deutlichem Nachweis von ED-B FN im Endothelbereich (rote Färbung) sind erkennbar.  

 

Tabelle 4: Nachweis des ED-B FN beim Hodgkin-Lymphom 

Entitäten (MX1-mAk, Paraffin- 
eingebettetes Gewebe) 

Prozent ED-B FN-positiver Blutgefäße, 
klassifiziert nach Gruppen 

 > 90 % 50 – 89 % 10 – 49 % < 10 % 

cHL     

     - cHL-MC 12/24 4/24 6/24 2/24 

     - cHL-NS      16/23 6/23 0/23 1/23 

     - cHL-LR 0/3 3/3 0/3 0/3 

LPHL 3/7 3/7 0/7 1/7 
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Abbildung 9: Immunhistologischer Nachweis des ED-B FN beim Hodgkin-Lymphom. 

A: Klassisches Hodgkin-Lymphom vom Mischtyp, Vergrößerung 100-fach; B: Nodulär-

sklerosierendes klassisches Hodgkin-Lymphom, Vergrößerung 50-fach; C: 

Lymphozyten-reiches klassisches Hodgkin-Lymphom, Vergrößerung 25-fach; alle ED-

B FN-Färbungen wurden mit dem MX1-mAk bei in Paraffin-eingebettetem Gewebe 

durchgeführt. Unterschiedlich große Gefäße mit deutlichem Nachweis von ED-B FN im 

Endothelbereich (rote Färbung) sind zu erkennen. 
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Tabelle 5: Nachweis des ED-B FN beim T-NHL 

Entitäten (MX1-mAk, Paraffin- 

eingebettetes Gewebe) 

Prozent ED-B FN-positiver Blutgefäße, 

klassifiziert nach Gruppen 

 > 90 % 50 – 89 % 10 – 49 % <10 % 

ALCL 7/14 1/14 4/14 2/14 

T-NHL/NOS 4/5 0/5 1/5 0/5 

T-ALL 4/7 2/7 1/7 0/7 

 

 

Abbildung 10: Immunhistologischer Nachweis des ED-B FN beim T-NHL. 

A: Peripheres T-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom, nicht weiter spezifiziert, Vergrößerung 

300-fach; B: Anaplastisch großzelliges T-Zell-Lymphom, Vergrößerung 300-fach; C: 

Akutes lymphoblastisches T-Zell-Lymphom, Vergrößerung 50-fach; alle ED-B FN-

Färbungen wurden mit dem MX1-mAk an Paraffin-eingebettetem Gewebe 

durchgeführt. Unterschiedlich große Gefäße mit Nachweis von ED-B FN im 

Endothelbereich (rote Färbung) sind zu erkennen. 
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3.6 Nachweis des ED-B FN in myeloproliferativen Erkrankungen 

In Biopsaten von Patienten mit akuten oder chronischen myeloproliferativen 

Erkrankungen fanden sich signifikant mehr ED-B FN-positive Blutgefäße im Vergleich 

zu den reaktiven, nicht-neoplastischen Knochenmarkbiopsien (p < 0,001 und p = 

0,003). Jedoch war das Ausmaß des Vorhandenseins ED-B FN-positiver Blutgefäße bei 

Patienten mit myeloischen Neoplasien signifikant geringer als bei Patienten mit lympha-

tischen Neoplasien (p < 0,001; Tabelle 8). Die Sinusoide der Knochenmarkbiopsien, die 

von myeloproliferativen Erkrankungen infiltriert waren, wiesen kein ED-B FN auf 

(Tabelle 7, Abbildung 11). 

 

Tabelle 6: Nachweis des ED-B FN bei myeloproliferativen Erkrankungen 

Entitäten  (MX1-mAk, Paraffin- 

eingebettetes Gewebe) 

Prozent ED-B FN positiver-Blutgefäße, 

klassifiziert nach Gruppen 

 > 90 % 50 – 89 % 10 – 49 % <10 % 

AML 0/7 3/7 4/7 0/7 

CML 0/5 1/5 2/5 2/5 

Primäre Myelofibrose 2/4 1/4 1/4 0/4 

Essentielle Thrombozythämie 0/4 0/4 2/4 2/4 

Polyzythämia vera 0/4 0/4 2/4 2/4 
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Abbildung 11: Immunhistologischer Nachweis des ED-B FN bei myeloproliferativen 

Erkrankungen. 

A: Akute myeloische Leukämie, Vergrößerung 300-fach; B: Chronische myeloische 

Leukämie, Vergrößerung 300-fach; C: Primäre Myelofibrose, Vergrößerung 500-fach; 

alle ED-B FN-Färbungen wurden mit dem MX1-mAk an Paraffin-eingebettetem 

Gewebe durchgeführt. Es finden sich Gefäße mit Nachweis von ED-B FN im 

Endothelbereich (rote Färbung). 

 

3.7 Ergebnisse der statistischen Auswertung 

Die Auswertung erfolgte mit dem nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Test für 

unabhängige Stichproben, weil keine Abhängigkeiten zwischen den Ergebnissen 

existierten und eine Normalverteilung der Proben aufgrund des geringen 

Probenumfangs nicht nachgewiesen werden konnte. Die Entitäten wurden in Gruppen, 

z. B. T-NHL, B-NHL, unterteilt, um einen statistischen Vergleich der ED-B FN-positiven 

Blutgefäße im Lymphomgewebe und nicht-neoplastischen lymphatischen Gewebe 

sowie innerhalb der haematologischen und lymphatischen Neoplasien zu erreichen. 
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Diese sind im Einzelnen: T-NHL (ALCL, T-NHL/NOS, T-ALL); cHL (cHL-MC, cHL-NS, 

cHL-LR); LPHL; B-NHL (PM, MZL, CLL, LPL, MGL, FL , DLBCL, B-ALL), zusätzlich 

unterteilt in hochmaligne Entitäten (DLBCL, B-ALL, FL 3a/b) und niedrigmaligne 

Entitäten (PM, MGL, MZL, CLL, LPL, FL 1/2); Myeloproliferative Erkrankungen (AML, 

CML, pM, PV, ET). Bei den nicht-neoplastisch veränderten Geweben wurde folgende 

Einteilung gewählt: normale Lymphknoten; entzündlich veränderte Lymphknoten und 

hyperplastische Tonsillen, reaktive, nicht-neoplastische Knochenmarkbiopsate. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 8 aufgeführt. 

 

Tabelle 7: Zusammenfassende Darstellung der statistischen Auswertung. 

Die einzelnen Tumorentitäten und Kontrollgewebe wurden in folgende Gruppen 

gegeneinander verglichen und nachfolgende signifikante Unterschiede in der Häufigkeit 

von ED-B FN-positiven Gefäßen ermittelt. 

Gruppe 1  Gruppe 2  p- Wert 

Normale  Lymphknoten Noduläere cHL, LPHL, T-NHL, B-NHL < 0,001 
Normale  Lymphknoten cHL < 0,001 

Normale  Lymphknoten LPHL = 0,001 

Normale  Lymphknoten Noduläre B-NHL < 0,001 

Normale  Lymphknoten Noduläre niedrigmaligne B-NHL < 0,001 

Normale  Lymphknoten Noduläre hochmaligne B-NHL < 0,001 

Normale  Lymphknoten Noduläre T-NHL < 0,001 

Normale  Lymphknoten Hyperplastische Tonsillen und 
entzündlich veränderte Lymphknoten 

< 0,001 

Reaktive, nicht-neoplastische  
Knochenmarksbiopsien 

Medulläre T-NHL, B-NHL < 0,001 

Reaktive, nicht-neoplastische  
Knochenmarksbiopsien 

Medulläre B-NHL < 0,001 

Reaktive, nicht-neoplastische  
Knochenmarksbiopsien 

Medulläre T-NHL = 0,001 

Reaktive, nicht-neoplastische 
Knochenmarksbiopsien 

AML, CML,  pM, TE, PV    < 0,001 

Reaktive, nicht-neoplastische  
Knochenmarksbiopsien 

AML < 0,001 

Reaktive, nicht-neoplastische  
Knochenmarksbiopsien 

CML,  pM, TE, PV = 0,003 

Noduläere cHL, LPHL, T-NHL, B-
NHL 

Hyperplastische Tonsillen und 
entzündlich veränderte Lymphknoten 

= 0,402 

cHL LPHL = 0,609 

Hochmaligne B-NHL Niedrigmaligne B-NHL = 0,008 

AML, CML,  pM, TE, PV Medulläre T-NHL, B-NHL < 0,001 
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3.8 Nachweis des ED-B FN in weiteren reaktiv oder pathologisch veränderten 

Geweben und einem basozellulären Karzinom 

Auch bei pathologischen Gewebsveränderungen, die nicht durch Infiltration von 

Neoplasien verursacht wurden, konnten vermehrt ED-B FN-positive Gefäße 

nachgewiesen werden. So fand sich ED-B FN im posttraumatisch veränderten 

Milzgewebe (Zustand nach traumatischer Milzruptur) an den großen und mittleren 

Blutgefäßen (Tabelle 9, Abbildung 12). Die Sinusoide der Milz zeigten jedoch kein ED-B 

FN. In der Appendix mit geringer chronischer Entzündung (n = 4) wurde in einem Fall 

eine geringe Anzahl ED-B FN-positiver Blutgefäße nachgewiesen. In den anderen 

Appendizitis-Resektaten waren ausschließlich ED-B FN-negativ Blutgefäße nachweis-

bar. Die Biopsate der Brustdrüse mit Mastopathie wiesen zahlreiche ED-B FN-positive 

Blutgefäße auf. In der Gewebeprobe einer hyperplastischen Schilddrüse mit 

histologischen Entzündungszeichen (n = 1) fanden sich im Gegensatz zu den 

Schilddrüsenpräparaten mit Hyperplasie ohne Entzündungszeichen (n = 2) ED-B FN-

positive Blutgefäße. Im Präputium bei bestehender Phimose waren keine ED-B FN-

positiven Blutgefäße zu erkennen. In einer entzündlich veränderten Speicheldrüse 

fanden sich ED-B FN-positive Gefäße ebenso wie in dem Biopsat einer tumorfreien 

Speicheldrüse, die in der nahen Umgebung eines Plattenepithelkarzinoms lag. Ferner 

zeigten sich in einer entzündlich veränderter Hautbiopsie ED-B FN-positive Blutgefäße. 

Schließlich und nicht überraschend konnten in einer Hautbiopsie eines basozellulärem 

Karzinoms ED-B FN-positive Gefäße nachgewiesen werden.  
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Abbildung 12: Nachweis der ED-B FN-Expression in weiteren reaktiven/nicht-

neoplastisch veränderten Geweben. 

A, B: Appendizitis, Vergrößerung A 25-fach,  B 100-fach; C: Milz bei Z. n. traumatischer 

Milzruptur, Vergrößerung 25-fach; D: Präputium mit Phimose, Vergrößerung 300-fach; 

E: Schilddrüse mit Hyperplasie, Vergrößerung 200-fach; F:  Speicheldrüse entzündlich 

verändert, Vergrößerung 150-fach; die ED-B FN-Färbungen wurden mit dem MX1-mAk 

an in Paraffin-eingebettetem Gewebe durchgeführt. In den Appendix-Präparaten (A, B), 

im Präputium (D), in der Schilddrüse (E) oder der Speicheldrüse (E) stellen sich wenig 

oder keine ED-B FN an den Blutgefäßen dar. In dem posttraumatischen Milzpräparat 
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hingegen waren ED-B FN-positive Gefäße nachweisbar (Pfeil). 

 

Tabelle 8: Vorkommen von ED-B FN-positiven Gefäßen bei weiteren reaktiv oder 

pathologisch veränderten Geweben und einem basozellulären Karzinom 

Pathologisch verändertes Gewebe  
(MX1-mAk, Paraffin-eingebettetes 
Gewebe) 

Prozent ED-B FN-positiver Blutgefäße, 
klassifiziert nach Gruppen 

 > 90 % 50 – 89 % 10 – 49 % < 10 % 

Milz nach traumatischer Milzruptur 1/1 0/1 0/1 0/1 

Appendix mit Appendizitis 0/4 0/4 1/4 3/4 

Präputium mit Phimose 0/2 0/2 0/2 2/2 

Schilddrüse bei 
Schilddrüsenhyperplasie 

0/3 0/3 1/3 2/3 

Speicheldrüse entzündlich verändert 0/1 0/1 1/1 0/1 

Speicheldrüse tumorfrei aus einem 
Neck- Dissektionspräparat 

0/1 1/1 0/1 0/1 

Mastopathie der Brustdrüse 2/2 0/2 0/2 0/2 

Hautbiopsie eines basozellulärem 
Karzinoms 

1/1 0/1 0/1 0/1 

Haut mit polyklonalen T-Zellinfiltraten 1/1 0/1 0/1 0/1 

 

3.9 Vergleichende Immunhistologie von mit CD34- und MX1-gefärbten 

Gewebeschnitten 

Neben den haematopoetischen Stammzellen wird CD34 hauptsächlich von Endothelien 

der Blutgefäße exprimiert. In den immunhistologischen Färbungen fand sich in 

sämtlichen Präparaten unter Verwendung des CD34-Antikörpers eine nahezu komplette 

Darstellung aller Blutgefäße. Der Vergleich mit der Immunhistologie des mAk MX1, vor 

allem der neoplastischen Gewebe, zeigte eine Assoziation des ED-B FN an 

Blutgefäßen (Abbildung 13). Beim entzündlich veränderten Lymphknoten wurde erneut 

das geringere Ausmaß an ED-B FN-positiven Blutgefäßen im Vergleich zum 

Lymphomgewebe sichtbar. Die Anordnung der Blutgefäße im entzündlich veränderten 

Lymphknoten wurde durch die immunhistologische CD34-Markierung dargestellt. Das 
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innere Keimzentrum war gefäßarm, während sich in der Marginal- und Mantelzone ein 

Großteil der endothelialisierten Blutgefäße befand. 

 

 

Abbildung 13: Vergleichende immunhistologische Färbungen mit den Antikörpern 

CD34 und MX1 an Gewebeschnitten von Lymphknoten und Plasmazellmyelom. 

A, B: entzündlich veränderter Lymphknoten, Vergrößerung A 25-fach, B 50-fach; C, D: 

Plasmazellmyelom, Vergrößerung C 100-fach, D 50-fach; A-D: Paraffin-eingebettetes 

Gewebe, der erste in Paraffin-eingebettete Schnitt einer Probe wurde mit CD34-mAk 

(A, C) und der jeweils nachfolgende Schnitt mit dem MX1-mAk gefärbt (B, D). Beim 

entzündlich veränderten Lymphknoten finden sich CD34-positive, aber ED-B FN-

negative Gefäße, wohingegen beim Plasmazellmyelom die Gefäße sowohl CD34- als 

auch ED-B FN-positiv sind. Einige der multiplen kleineren Gefäßanschnitte sind mit 

Pfeilen in C und D gekennzeichnet. 
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3.10 Ko-Expressionsanalyse von CD34 und ED-B FN 

Durch diese immunhistologische Untersuchung wurde es ermöglicht, an denselben 

histologischen Schnitten sowohl die Endothelien mit dem mAk CD34 (grüne Färbung) 

als auch das ED-B FN (rote Färbung) mit dem mAk MX1 darzustellen. Eine Ko-

Expression wird gelb dargestellt. Die Zellkerne wurden mit TOTO3 blau gefärbt. Im 

Gewebe des klarzelligen Nierenzellkarzinoms fand sich eine Ko-Lokalisation des ED-B 

FN- und des CD34-Epitopes im Bereich der Blutgefäßendothelien. Die Präparate des 

normalen Lymphknotens und des reaktiven, nicht-neoplastisch infiltrierten 

Knochenmarks ergaben keinen bzw. einen nur sehr geringen perivaskulären ED-B FN-

Nachweis. Im entzündlich veränderten lymphatischen Gewebe fanden sich ED-B FN-

positive Blutgefäße. Jedoch war der Anteil der ED-B FN-positiven Blutgefäße dort 

deutlich geringer als z. B. in Lymphom-infiltrierten Gewebebiopsaten (Abbildung 14). In 

Lymphombiopsaten konnte eine ausgeprägte Ko-Lokalisation von CD34 und ED B-FN 

nachgewiesen werden (Abbildung 15). Darüber hinaus konnte eine sehr geringe 

extravaskuläre Lokalisation von ED-B FN in der Nähe von CD34-positiven Endothelien 

der Gefäße in einigen Lymphom-Entitäten (DLBCL; NSHL) beobachtet werden, die aber 

im Gegensatz zum ED-B FN-Nachweis an den Blutgefäßen quantitativ nur von 

untergeordneter Bedeutung war. 
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Abbildung 14: Immunfluoreszenz am Paraffinschnitt zur Darstellung der Ko-Expression 

von CD34 und ED-B FN im normalen und entzündlich veränderten Lymphknoten und im 

Nierenzellkarzinom. 

A: klarzelliges Nierenzellkarzinom, Vergrößerung 50-fach; B: normaler Lymphknoten, 

Vergrößerung 100-fach; C: entzündlich veränderter Lymphknoten, Vergrößerung 100-

fach; A-C: Paraffin-eingebettetes Gewebe; die immunhistologischen Färbungen wurden 

mit den MX1-mAk und CD34-mAk am gleichen, in Paraffin eingebetteten Schnitt 

simultan durchgeführt. Es zeigt sich eine ausgeprägte Ko-Lokalisation der CD34- und 
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ED-B FN-Epitope im Endothelbereich der Gefäße (gelbe Fluoreszenz) beim 

Nierenzellkarzinom (A), die beim reaktiven Lymphknoten (C) und beim normalen 

Lymphknoten (B) gar nicht oder nur im geringen Ausmaß nachweisbar war. 

 

 

 

Abbildung 15: Immunfluoreszenz am Paraffinschnitt zur Darstellung der Ko-Expression 

von CD34 und ED-B FN bei Lymphomen. 

A: DLBCL, Vergrößerung 50-fach; B: cHL-NS, Vergrößerung 150-fach; C: follikuläres 
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Lymphom Grad 3 a/b, Vergrößerung 150-fach; A-C: Paraffin-eingebettetes Gewebe; die 

immunhistologischen Färbungen wurden mit den mAk MX1 und CD34 am gleichen, in 

Paraffin eingebetteten Schnitt simultan durchgeführt. Eine ausgeprägte Ko-Lokalisation 

der CD34- und ED-B FN-Epitope ist im Endothelbereich der Gefäße (gelbe 

Fluoreszenz) bei den dargestellten Lymphom-Entitäten zu erkennen. 
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4 Diskussion 

Die vorliegende Dissertation zeigt, dass die vaskuläre Zielstruktur, ED-B FN, in der 

überwiegenden Mehrzahl aller untersuchten Lymphombiopsate und in Biopsaten von 

Geweben, die von chronischen und akuten myeloproliferativen Neoplasien betroffen 

waren, in unterschiedlichem Ausmaß nachweisbar ist, und zwar unabhängig von dem 

pathologischen Subtyp der Erkrankung. Dieses Resultat legt das Fundament für 

potentielle ED-B FN-targetierte Antikörpertherapien gegen lympho- und myeloprolifera-

tive Neoplasien. Die Identifikation einer Zielstruktur, die bevorzugt im Tumorgewebe 

exprimiert wird, bildet eine der zentralen Voraussetzungen für die Entwicklung neuer 

und gezielter Behandlungsstrategien gegen maligne Erkrankungen, die sich durch eine 

deutlich höhere Wirksamkeit gegen Tumorzellen und ein wesentlich verbessertes 

Nebenwirkungsprofil auszeichnen sollen. 

In den letzten Jahren sind einige Antikörper-basierte Therapien zur Behandlung von 

malignen Neoplasien in die klinische Routine eingeführt worden. Bei diesen gezielten 

Therapien wird unterschieden zwischen solchen, die sich gegen Tumorzell-assoziierte 

Antigene richten, und solchen, die gegen lösliche, von Tumorzellen gebildete Faktoren 

wie VEGF gerichtet sind. Als Beispiele für therapeutische Antikörper, die an Tumorzell-

assoziierte Antigene binden, sind Trastuzumab (Herceptin®), Cetuximab (Erbitux®), 

Panitumumab (Vectibix®), Rituximab (MabThera®) und Ofatumumab (ARZERRA®) zu 

nennen. Dabei binden Trastuzumab an überexprimiertes HER2 auf Mammakarzinom-

zellen, Cetuximab und Panitumumab an den überexpremierten EGF-Rezeptor auf den 

Oberflächen von Karzinomzellen (kolorektale Karzinome und HNO-Karzinome) und 

Rituximab sowie Ofatumumab an das CD20-Antigen auf normalen und malignen B-

Lymphozyten.86 Diese Antikörper entfalten ihre zerstörende Wirkung auf Tumorzellen 

nach Bindung an das zellständige Epitop. Mittels Zellsignaltransduktion oder durch Fc-

Rezeptor vermittelte Immunmechanismen werden die mit dem Antikörper markierten 

Zellen dann z. B. durch natürliche Killerzellen und Lymphozyten geschädigt.87 

Bevacizumab (Avastin®) dagegen ist ein Beispiel für einen Antikörper, der einen für das 

Tumorwachstum wichtigen Wachstumsfaktor, den vaskulären endothelialen Wachs-

tumsfaktor A (VEGF-A), bindet und so verhindert, dass dieser Faktor mit seinem 

Rezeptor interagiert und die Signaltransduktion zur Bildung neuer Blutgefäße im 
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Tumorgewebe auslöst.88 Zur Behandlung von Krebspatienten mit Antikörpern werden 

typischerweise hochmolekulare Antikörperformate (meist IgG) in hohen therapeutischen 

Dosen und mit langen Plasmahalbwertzeiten eingesetzt. 

Mit Ausnahme des Rituximab, das in Kombination mit einer Chemotherapie (R-CHOP) 

beim DLBCL sogar die Heilungsrate erhöht2, 3, haben die genannten Antikörper-

therapien jedoch ausschließlich einen schrittweisen Fortschritt bei der Behandlung von 

Patienten mit soliden Tumoren erbracht, der sich in einer Lebenszeitverlängerung von 

nur wenigen Wochen bis Monaten ausdrückt.4, 5, 6 Darüber hinaus binden die meisten 

dieser Antikörper an ein Tumorzell-assoziiertes Epitop, das lediglich auf einer 

bestimmten Tumorentität (z. B. CD20 nur bei B-Zell-Lymphomen) oder sogar nur auf 

einer kleinen Untergruppe innerhalb einer Tumorentität (z. B. HER2/neu Epitop, das bei 

nur ca. 25 % aller Mammakarzinome vorhanden ist) exprimiert wird. Daher können sie 

auch lediglich bei wenigen Tumorarten oder sogar nur bei einer kleinen Gruppe von 

Patienten innerhalb einer bestimmten Tumorerkrankung eingesetzt werden. So werden 

z. B. die EGF-Antikörper Cetuximab (Erbitux®) und Panitumumab (Vectibix®) beim 

kolorektalen Karzinom ausschließlich bei Patienten eingesetzt, deren Tumorgewebe 

eine EGF-R-Expression ohne K-RAS-Mutationen aufweist. 

Auch werden im therapeutischen Alltag Antikörper eingesetzt, die gegen Epitope 

gerichtet sind, die in großem Umfang auch auf normalen Zellen vorkommen. Ein 

Beispiel hierzu ist Rituximab, ein monoklonaler Antikörper, der gegen das CD20-

Antigen gerichtet ist, das sowohl auf normalen B-Lymphozyten als auch auf B-Zell 

Lymphomen vorkommt. So sind diese Antikörper wie z. B. Rituximab, die gegen B-

Zellantigene gerichtet sind, zwar gegen mehrere verschiedene B-NHL-Entitäten 

einsetzbar, allerdings ist die Bindung an das neoplastisch infiltrierte Gewebe weder 

spezifisch noch selektiv. 

Ein weiteres Problem der heute zur Verfügung stehenden hochmolekularen Antikörper 

besteht in der mangelhaften Erreichbarkeit der entsprechenden Tumor-assoziierten 

Epitope. So muss ein intravenös injizierter Antikörper wie Trastuzumab nach Erreichen 

der Blutgefäße im Tumor die Tumorgefäße verlassen und dann per diffusionem die 

einzelnen Tumorzellen erreichen, die das entsprechende Epitop, in diesem Fall den 

HER2/neu-Rezeptor, aufweisen, um seine Wirkung zu entfalten. Bosslet et al.89 konnten 

in umfangreichen Untersuchungen zeigen, dass in soliden Tumoren eine Diffusions-
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barriere vorhanden war, so dass trotz hoher Tumorvaskularisation und des 

Vorkommens des passenden Antigens nur wenige Antikörper die Tumorzellen direkt 

erreichten, so dass in vielen Bereichen des Tumors keine Antigen-Antikörper-Bindung 

zustande kam. 

Um neue Antigene zu identifizieren, die bei einer Vielzahl von Neoplasien spezifisch 

oder wenigstens mit erhöhter Präferenz vorkommen, hat sich in den letzten Jahren der 

Blick von der Tumorzelle auf die Tumorzellumgebung (tumor-microenvironment) und 

hier insbesondere auf vaskuläre Strukturen des Tumorgewebes gerichtet. Dabei wurde 

gezeigt, dass das Tumorzell-infiltrierte Stroma zahlreiche typische Veränderungen 

aufweist. Durch Infiltration und Wachstum des Tumors werden Fibroblasten und 

Perizyten stimuliert, in deren Folge charakteristische Proteine wie die Splice-Varianten 

des Fibronectin sowie Laminin und Kollagen produziert werden. Darüber hinaus werden 

durch den Prozess der Tumorinfiltration Zytokine und Wachstumsstoffe (VEGF) von 

Stroma- und Tumorzellen freigesetzt, die eine überstürzte Neubildung von Blutgefäßen 

stimulieren. Diese Angiogenese ist für das Tumorwachstum ab einer Tumorgröße von 

etwa 2 mm³ essenziell.28 Neugebildete Blutgefäße in Tumorgeweben weisen zahlreiche 

typische histopathologische Veränderungen gegenüber den reifen Gefäßen auf, wie 

z. B. Fenestrationen in den Endothelzellschichten. Diese und weitere Gefäßanomalien 

führen zu einer erhöhten Permeabilität der Gefäße und zu Gefäß-Leckagen.19, 21 

Dagegen tritt im ausgereiften Gewebe des gesunden, erwachsenen Menschen unter 

normalen Umständen eine Angiogenese nicht oder nur in einem geringeren Ausmaß 

und vorübergehend auf. Lediglich im Ovar und Uterus findet sich, in Abhängigkeit vom 

Hormonzyklus, eine charakteristische Angiogenese.23 Allerdings wurde bei akuten oder 

chronisch-entzündlichen Veränderungen, wie z. B. der diabetischen Retinopathie, der 

Arteriosklerose und der rheumatischen Arthritis, Angiogenese im Rahmen von 

Gewebeumbau und Reparaturmechanismen im ausgeprägten Ausmaß festgestellt.25 

Das hauptsächliche Vorkommen der Angiogenese in pathologischen Prozessen, wie 

vor allem beim Tumorwachstum, und die fast vollständige Abwesenheit im gesunden 

erwachsenen Menschen zeichnen den Prozess der Angiogenese als potentiellen 

Ansatzpunkt für die Entwicklung einer Therapie gegen Tumorwachstum und 

Tumorerkrankungen aus. In den letzten Jahren ist es gelungen, vaskuläre Zielstrukturen 

zu identifizieren, die sich bevorzugt auf neugebildeten Blutgefäßen im Tumorgewebe 
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befinden. Beispiele dafür sind die Fibronectin-Splice-Varianten ED-A und ED-B sowie 

Tenascin C, die allesamt neu gebildete Gefäße selektiv markieren. Manche dieser 

neuen vaskulären Strukturen befinden sich sogar ausschließlich auf den Gefäßen einer 

Tumorart, wie für Lymphome gezeigt werden konnte.90 Trotz des Vorkommens der 

Fibronectin-Splice-Varianten ED-A und ED-B und des Tenascin C auch bei 

entzündlichen Erkrankungen eignen sie sich sehr gut als Zielstrukturen für zukünftige 

Antikörper-basierte Medikamente.  

 

Die Splice-Variante ED-B des Fibronectin ist eine der am besten untersuchten 

vaskulären Zielstrukturen. ED-B FN wird an allen neugebildeten Blutgefäßen exprimiert, 

also auch an Gefäßen im malignen Tumor. Jedoch war bisher wenig bekannt über die 

ED-B FN-Expression an neugebildeten Blutgefäßen von lymphatischen und 

haematopoetischen Neoplasien. Aber es wurde bisher in fast allen soliden bösartigen 

Erkrankungen immunhistologisch nachgewiesen. So konnte ED-B FN als Marker der 

Angiogenese in soliden Tumoren, wie dem klarzelligen Nierenzellkarzinom, dem nicht-

kleinzelligen Bronchialkarzinom und anderen Karzinomen, im Tumorstroma wie auch an 

den Blutgefäßen gefunden werden. Die Expression des ED-B FN ist nicht 

tumorspezifisch, denn bei Vorgängen wie Wundheilung, Arteriosklerose und 

Entzündung wird ED-B FN als Marker der Angiogenese ebenfalls exprimiert. Allerdings 

konnte bereits an Patienten mit soliden Tumorerkrankungen mittels nuklear-

medizinischer Methoden beobachtet werden, dass nach intravenöser Injektion von 

radioaktiv-markierten ED-B FN-Antikörpern (z. B. 131I-L19SIP) diese tatsächlich selektiv 

im Tumorgewebe aufgenommen wurden.91, 92  

Zusammenfassend ist es mit diesen Untersuchungen gelungen, die bevorzugte 

Expression des ED-B FN in Tumorgewebe als eine mögliche therapeutische Zielstruktur 

bei der Behandlung von Patienten mit soliden Tumorerkrankungen zu charakterisieren. 

Im Gegensatz dazu wurden bisher noch keine systematischen Untersuchungen über 

die Expression von ED-B FN bei lymphatischen und hämatologischen Neoplasien 

durchgeführt. 

 

Um zu analysieren, ob eine ED-B FN-Expression auch in malignen haematopoetischen 

und lymphatischen Erkrankungen vorkommt, wurde diese Arbeit durchgeführt. Eine 
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große Anzahl von Biopsaten wurde untersucht, die von befallenen Geweben von 

Patienten mit haematopoetischen und lymphatischen Neoplasien entnommen wurden. 

Die entsprechenden Gewebeproben wurde immunhistologisch auf das Vorhandensein 

von ED-B FN untersucht. Grundlegend war dafür eine Pilotserie an wenigen 

kryopräservierten Lymphombiopsaten, die zunächst gezeigt hatte, dass das 

Glycoprotein ED-B FN tatsächlich in einem hohen Ausmaß an den neugebildeten 

Blutgefäßen im Lymphomgewebe vorhanden ist. Dabei war die Darstellbarkeit des ED-

B FN an neugebildeten Blutgefäßen von Lymphomen im gefrierasservierten Gewebe 

gut vergleichbar mit dem von kyropräservierten Proben solider Tumorentitäten wie etwa 

dem klarzelligen Nierenzellkarzinom. Allerdings gibt es aufgrund der technisch 

aufwendigen und kostenintensiven Gewinnung von kryoasserviertem Gewebe und der 

schwierigen Haltbarkeit (Lagerung bei -80 °C bzw. in flüssigen Stickstoff) der Proben 

nur wenige Lymphomgewebebanken, die aus kryopräserviertem Material bestehen. 

Deshalb ist eine systematische Untersuchung der ED-B FN-Expression an einer großen 

Anzahl vom Lymphombiopsaten (z. B. mehr als 100) an gefrierasserviertem Material 

schwierig durchzuführen und sehr zeitaufwendig. Weiterhin können Untersuchungen an 

kryoasserviertem Material auch mit technischen Problemen behaftet sein, insbesondere 

dann, wenn der Prozess der Kryo-Asservierung nicht rasch genug oder unprofessionell 

durchgeführt wird und es somit zu einem unkontrolliertem Einfriervorgang des 

Probenmaterials kommt. Wegen dieser möglichen Qualitätsschwankungen bei der 

Gewinnung der kryopräservierten Biopsate besteht eine Restunsicherheit, insbesondere 

dann, wenn ED-B FN nicht nachgewiesen werden konnte (eventuell falsch negativer 

Befund). Im klinischen Alltag werden die gewonnenen Biopsien routinemäßig Formalin-

fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet. Die so bearbeiteten Gewebeproben 

können dann mittels Immunhistologie untersucht werden. Auch die Lagerung dieser 

Gewebeproben ist unkomplizierter und es existieren größere Serien an 

Lymphombiopsaten, die für eine systematische Untersuchung herangezogen werden 

können. Ziel dieser Arbeit war es, Lymphombiopsate zu untersuchen, die den klinischen 

Routinebedingungen entsprechen und somit am besten das breite Spektrum der 

verschiedenen Lymphomentitäten und die verschiedenen Organlokalisationen, z. B. 

Infiltration eines Lymphoms in das Knochenmark, repräsentieren. Daher musste 

zunächst eine Methode zur standardisierten Freilegung des ED-B FN Epitops erarbeitet 
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werden. Für die nachfolgenden immunhistologischen Untersuchungen wurde dieses 

Verfahren zum Nachweis des ED-B FN in Paraffin eingebetteten Gewebes angepasst 

und anschließend validiert. 

Um eine optimale Demaskierung des ED-B FN-Epitops im Paraffinschnitt zu finden und 

eine Zerstörung des Epitops oder der Gewebestruktur zu vermeiden, wurde sowohl eine 

enzymatische Freilegung mit Proteaselösung als auch eine Vorbehandlung der 

Paraffinschnitte im dampfgesättigten Hochdruckkochtopf mit Citrat- und EDTA-Lösung 

mit unterschiedlichen Kochzeiten getestet. Nach der Epitopfreilegung wurden die 

Gewebeschnitte routinemäßig nach der APAAP-Methode für monoklonale Antikörper  

weiterbehandelt. Zur ED-B FN-Darstellung wurden zwei rekombinante monoklonale 

Antikörper und ein IL2-konjugiertes scFv-Antikörperfragment eingesetzt. Eine fünf-

minütige Vorbehandlung der Gewebeschnitte in einer 2 mM EDTA Lösung (pH 8,0) im 

dampfgesättigten Hochdruckkochtopf erbrachte das beste Ergebnis und die Intensität 

und Qualität der ED-B FN-Darstellung mit den drei Anti-ED-B FN-Reagenzien war 

vergleichbar mit der entsprechenden Färbung an gefrierasservierten Gewebeschnitten. 

Die Morphologie der Gewebe nach Vorbehandlung mit EDTA-Lösung in der 

Immunhistologie, aber auch nach routinemäßiger Gegenfärbung mit Hämalaun nach 

Mayer, war dabei deutlich besser erhalten als im entsprechenden Gefrierschnitt. Die 

Epitop-Demaskierung mit Protease sowie die Vorbehandlung in Citratlösung im 

dampfgesättigten Hochdruckkochtopf führten zur deutlich schlechteren Nachweisbarkeit 

des ED-B FN sowie zu schlechteren morphologischen Ergebnissen. Sie wurden daher 

nicht weiterverfolgt. Bevor die Untersuchung einer großen Serie von 

Lymphombiopsaten durchgeführt werden konnte, war es wichtig, eine präzise 

Validierung der Methode vorzunehmen. 

Zum Ausschluss falsch positiver und/oder falsch negativer Ergebnisse wurden gefrier-

asservierte und Paraffin-eingebettete Gewebeproben von verschiedenen Lymphom-

entitäten, vom klarzelligen Nierenzellkarzinom sowie dem murinen F9-Teratokarzinom 

nach der Standardmethode am Gefrierschnitt und dem modifizierten Epitopfreilegungs-

verfahren mit der APAAP-Methode mit den ED-B FN-Antikörpern gefärbt und 

anschließend kritisch miteinander verglichen. Dabei zeigte sich kein wesentlicher 

Unterschied zwischen dem Ausmaß der ED-B FN-Expression an neugebildeten 

Blutgefäßen an den unterschiedlich vorbehandelten Gewebeschnitten. Hinsichtlich der 
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Qualität der immunhistologischen Darstellung des ED-B FN an Blutgefäßen oder 

anderen Strukturen lässt sich allerdings eine deutlich bessere Beurteilbarkeit des 

Paraffin-eingebetteten Gewebeschnitts erkennen. 

Zur weiteren Validierung dieser Epitopfreilegungsprozedur wurden ED-B FN-

Kompetitionsexperimente durchgeführt, die zeigen sollten, dass die Bindung der 

Antikörper an ED-B FN-positive Blutgefäße spezifisch ist und die Präinkubation des 

primären Antikörpers mit einem Überschuss an löslicher Zielstruktur, in diesem Fall 

rekombinantem ED-B FN, die Bindung des primären Antikörpers unterdrücken kann. 

Dieses Experiment wurde mit zwei Reagenzien gegen ED-B FN am kryoasservierten 

und im Paraffin-eingebetteten, mit der neu etablierten Epitopfreilegungsmethode 

vorbehandelten Gewebe durchgeführt. Ein Kontrollschnitt ohne Zugabe von 

rekombinantem ED-B FN wurde jeweils mitgeführt. Der Vergleich der immunhistolo-

gischen Färbung zeigte eine deutliche Inhibition der ED-B FN-Darstellung und belegt 

somit die Spezifität der Antikörperbindung für das ED-B FN. So konnte die 

Schlussfolgerung gezogen werden, dass die eingesetzte Epitopfreilegungsmethode die 

Darstellung des ED-B FN ermöglicht und dabei aber keine unspezifischen Bindungs-

ergebnisse verursacht werden. 

Nach erfolgreicher Validierung der Methode konnte nun die Expression des ED-B FN 

immunhistologisch an routinemäßig in Paraffin eingebettete Geweben bei einer großen 

Anzahl von Lymphompräparaten untersucht werden. Dabei wurden auch Infiltrate von 

Lymphomen oder Plasmazellmyelomen in Knochenmarkbiopsaten untersucht, die zuvor 

entkalkt werden mussten. 

 

Diese Arbeit untersucht zum ersten Mal systematisch das Vorhandensein des ED-B FN 

in Tumorbiopsaten von Patienten mit bösartigen haematopoetischen und lymphatischen 

Neoplasien. Als Kontrollen wurden Biopsate von nicht-neoplastisch veränderten 

lymphatischen und haematopoetischen Geweben eingesetzt. Dabei konnte gezeigt 

werden, dass ED-B FN ein charakteristisches Merkmal der Blutgefäße praktisch aller 

haematologischer und lymphatischer Neoplasien darstellt. So wurde in den Biopsaten 

fast aller untersuchten Lymphomentitäten ED-B FN an neugebildeten Blutgefäßen in 

großem, aber unterschiedlichem Ausmaß nachgewiesen. Im Vergleich dazu fand sich in 

normalen Lymphknoten und in nicht-neoplastischen oder reaktiv veränderten 
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Knochenmarkbiopsien kein oder signifikant weniger ED-B FN an Blutgefäßen als im 

Lymphomgewebe, und in den Sinusoiden des normalen Knochenmarkes war kein ED-B 

FN nachzuweisen.93 

Im Unterschied zu manchen soliden Karzinomen war ED-B FN bei hämatologischen 

und lymphatischen Neoplasien fast ausschließlich mit Blutgefäßen und nicht mit 

stromalen Strukturen assoziiert. In nodalen Lymphomen wurde eine Kolokalisation des 

ED-B FN mit den Blutgefäßen jeglichen Durchmessers und jeder Lage gefunden. Auch 

in Knochenmarksbiopsien konnte ED-B FN in den Arealen mit Lymphominfiltraten an 

den kleineren bis mittleren Blutgefäßen nachgewiesen werden. Dies steht in deutlichem 

Unterschied zu manchen soliden Karzinomen (z. B. den Hals-Nasen-Ohren-

Karzinomen), bei welchen eine zum Teil sehr starke stromale Expression des ED-B FN 

beschrieben wurde. So wird z. B. beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom, oralen 

Plattenepithelkarzinom, Nierenzellkarzinom, kolorektalen Karzinom, papillären Schild-

drüsenkarzinom und beim duktalen Mammakarzinom sowohl von einer stromalen als 

auch einer vaskulären ED-B FN Expression berichtet.94, 95, 96, 97, 98, 53 

ED-B FN stellt somit eine charakteristische vaskuläre Zielstruktur dar, die offenbar 

ubiquitär in allen haematopoetischen und lymphatischen Neoplasien vorkommt. Von 

Untersuchungen an soliden Karzinomen ist bekannt, dass sich das Gefäß-assoziierte 

ED-B FN an der Basalmembran unterhalb der Endothelzellen befindet.99 Obwohl in der 

vorliegenden Arbeit ausschließlich die Methode der Lichtmikroskopie verwandt wurde, 

kann, in Analogie zu anderen Arbeiten von soliden Karzinomen, vermutet werden, dass 

ED-B FN auch bei Lymphomen und Leukämien im Bereich der subendothelialen Basal-

membran angelagert wird. 

 

Da neugebildete Blutgefäße in Tumorgeweben häufig morphologische Abnormalitäten 

wie Fenestrationen in der Endothelzellschicht aufweisen, kann angenommen werden, 

dass der Angriffspunkt „Gefäß-assoziiertes ED-B FN“ von der Blutbahn aus einfacher 

erreichbar ist als etwa Tumorstroma-assoziiertes ED-B FN. So könnte ein intravenös 

verabreichter ED-B FN Antikörper am Gefäß-assoziierten ED-B FN eine Antigen-

Antikörper-Bindung eingehen, ohne per diffusionem durch die Basalmembran gelangen 

zu müssen. Damit besitzt die Diffusionsbarriere des Tumors eine untergeordnete Rolle, 

so dass in der gesamten Tumorvaskularisation eine gleichmäßige Antigen-Antikörper-
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Bindung erreicht werden könnte. Für die Antikörper-konjugierte Anti-Tumortherapie mit 

radiogenen, immunotoxischen oder zytotoxischen Stoffen, z. B. IL2-konjugierter ED-B 

FN-Antikörper (L19-IL2), bedeutet die Gegenwart von vaskulären ED-B FN, dass das 

Konjugat sich gleichmäßig und gezielt in der Tumorvaskularisation anreichern und dort 

seine Wirkung entfalten kann. Damit könnte eine flächendeckende gleichmäßige und 

selektive Behandlung des gesamten Tumors möglich werden. Dies steht im Gegensatz 

zu Tumorzell-assoziierten Antigenen, bei denen durch die Bindungsbarriere des Tumors 

Areale ohne Antigen-Antikörper-Bindung vorhanden sind. Diese Gebiete sind für ein 

Antikörper-Konjugat nicht leicht erreichbar, so dass ein möglicherweise nur 

ungleichmäßiger Therapieeffekt eintreten würde.96 Dagegen konnten in Xenotrans-

plantanten von humanen B-NHL mit dem IL2-konjugierten ED-B FN Antikörper (L19-

IL2) eine gezielte und gleichmäßige Akkumulation des Konjugates im Lymphomgewebe 

und eine Tumorregression gezeigt werden.100 Dies verdeutlicht, dass das vaskuläre ED-

B FN als Angriffspunkt ausreichen könnte, um eine gezielte und effektive Tumortherapie 

durchzuführen. Auch bei soliden Tumoren zeigte die ED-B FN-targetierte Therapie mit 

Fusionsproteinen ermutigende therapeutische Effekte, wie in Tiermodellen, aber auch 

bei Patienten mit fortgeschrittener solider Tumorerkrankung beobachtet werden 

konnte.101, 102, 103 Die strenge Assoziation von ED-B FN an die Gefäße im 

Lymphomgewebe steht im Gegensatz zu soliden Tumoren, wo neben den 

Tumorgefäßen auch im Tumorstroma ED-B FN nachweisbar ist.107, 108, 109, 110, 111, 55 

Diese Beobachtung könnte auch etwas über den Ursprung der ED-B FN-Expression 

vermuten lassen. So wurde bereits beschrieben, dass ED-B FN durch Endothelzellen, 

aber auch durch Myofibroblasten und Fibroblasten sezerniert wird.104 Darüber hinaus 

konnte in Zelllinien von soliden Tumoren eine ED-B FN-Produktion nachgewiesen 

werden.105, 106 Dagegen wurde bei manchen Zellen des lymphatischen und 

blutbildenden Systems nur über eine ED-B FN-Markierung der Zelloberfläche 

berichtet.107, 108, 109 In normalen Zellen der Blutbildung konnte in dieser Arbeit kein ED-B 

FN nachgewiesen werden. Schließlich haben Vogel et al.107 immunhistochemisch ED-B 

FN im Zytoplasma von Megakaryozyten gefunden. Dieses Ergebnis war jedoch mit Hilfe 

der Durchflusszytometrie und PCR, die beide eine höhere Sensitivität zum Nachweis 

von intrazellulären und zellständigen Strukturen besitzen, nicht bestätigt worden. Da 

diese Methoden kein eindeutiges Ergebnis zeigten, bleibt unklar, ob Megakaryozyten 
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tatsächlich ED-B FN produzieren und es im Zytoplasma enthalten. Wagner et al.108 und 

Blum et al.109 haben mittels Durchflusszytometrie gezeigt, dass auf CD3-positiven und 

IL-2-stimulierten T-Lymphozyten ED-B FN nachweisbar ist. In dieser Arbeit konnte 

dagegen immunhistologisch kein ED-B FN auf lymphatischen Zellen nachgewiesen 

werden. Jedoch besitzt die Durchflusszytometrie eine höhere Sensitivität beim 

Nachweis zellständiger Strukturen, als dies bei der klassischen Immunhistologie der 

Fall ist. Daher ist naheliegend, dass IL-2-stimulierte T-Lymphozyten möglicherweise 

eine geringe Menge an ED-B FN auf ihrer Zelloberfläche tragen. Jedoch zeigte sich, 

dass ED-B FN nicht hauptsächlich von Tumorzellen selber, sondern von deren 

Umgebung produziert wird. Deshalb ist bei einer Therapie mit ED-B FN-Antikörper, im 

Gegensatz zu therapeutischen Ansätzen gegen Zielstrukturen, die sich unmittelbar auf 

Tumorzellen befinden, wie z. B. Rituximab, eine reine Selektion von Antigen-negativen 

Tumorzellen unwahrscheinlich, da die gegen ED B-FN-gerichtete Therapie primär nicht 

gegen Antigen-positive Tumorzellen selektionieren kann. 

ED-B FN ist ein Marker der Angiogenese, der möglicherweise bei Lymphomen und 

haematopoetischen Neoplasien, ähnlich wie andere Angiogenese-Messparameter, eine 

prognostische Bedeutung aufweisen könnte. Angiogenese, u. a. gemessen mittels der 

MVD (micro vessel densitiy), wurde bereits früher auch bei einigen Lymphomen und 

myeloproliferativen Erkrankungen nachgewiesen. Bei vielen malignen haematopoe-

tischen Erkrankungen und Lymphomen, wie z. B. dem Plasmazellmyelom und der CLL, 

wurde der MVD sogar eine prognostische Bedeutung zugestanden. Korrelierend zu 

meinen Ergebnissen wurde außerdem in hochmalignen im Vergleich zu niedrigmalignen 

B-Zell-Lymphomen eine höhere MVD beschrieben.36  Dies könnte ein Hinweis darauf 

sein, dass ED-B FN, ähnlich wie die MVD, ebenfalls eine prognostische Aussagekraft 

besitzt und dass die Menge an nachweisbaren ED-B FN möglicherweise mit der 

Proliferationsrate der Tumorzellen korreliert. So zeigten Biopsate von hochmalignen B-

NHL im Vergleich zu Biopsaten von niedrigmalignen Lymphomen eine signifikant 

höhere Anzahl an ED-B FN-positiven Blutgefäßen (p = 0,008). Es fanden sich jedoch 

auch Ausnahmen von dieser Regel. Obwohl den hochmaligen Lymphomen zugeordnet, 

zeigten sich überraschenderweise in der plasmoblastischen und T-zellreichen Variante 

des DLBCL nur wenige ED-B FN-positive Blutgefäße. Jedoch können aufgrund 
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niedriger Fallzahlen keine Rückschlüsse gezogen werden, ob dies eine Besonderheit 

dieser beiden Varianten darstellen könnte. Zwischen den Subtypen des Hodgkin-

Lymphoms konnten keine signifikanten Unterschiede bezüglich der Häufigkeit der ED-B 

FN-positiven Blutgefäße gefunden werden. In den Biopsaten der T-NHL fanden sich 

ED-B FN-positive Gefäße in sehr unterschiedlichem Ausmaß. Bei den 

myeloproliferativen Erkrankungen war ebenfalls eine Häufung an ED-B FN-positiven 

Blutgefäßen zu beobachten, jedoch fiel dessen Ausmaß signifikant geringer als bei den 

Lymphomen aus (p < 0.001). 

Aufbauend auf die semiquantitativen Analysen in dieser Arbeit zum Ausmaß der ED-B 

FN-Expression bei haematopoetischen und lymphatischen Neoplasien erscheinen 

insbesondere die aggressiven Lymphome wie das DLBCL und das FL Grad 3 a/b 

besonders geeignet für zukünftige ED-B FN-targetierte Medikamente. Aber auch das 

Hodgkin-Lymphom mit seinem häufigen Vorkommen an ED-B FN-positiven Blutgefäßen 

ist möglicherweise für einen klinischen Therapieversuch mit L19-basierenden 

Konjugaten gut geeignet.  

 

Für eine systemische und selektive Antikörper-basierte Therapie ist von großer 

Bedeutung, dass das Zielantigen im nichtmaligne veränderten Gewebe nicht vorhanden 

ist. Deshalb waren die Untersuchungen am nicht-neoplastisch veränderten 

haematopoetischen und lymphatischen Gewebe von so großer Relevanz. 

In normalen, nichtpathologisch veränderten Lymphknoten konnte kein ED-B FN an 

Blutgefäßen oder im Stroma gefunden werden. Jedoch war in entzündlich veränderten 

Lymphknoten ED-B FN im unterschiedlichen Ausmaß vorhanden. Diese Beobachtung 

steht im Einklang mit den Ergebnissen von Hertel110, der den Nachweis von ED-B FN in 

reaktiven Lymphknoten beschrieben hat. Dabei hängt das ungleiche Ausmaß der ED-B 

FN-Expression an Blutgefäßen in dem hyperplastischen lymphatischen Gewebe 

möglicherweise mit der variablen Intensität des örtlichen Entzündungsprozesses 

zusammen, der eventuell mit einer unterschiedlich hohen Neubildungsrate von 

Blutgefäßen einhergehen kann. 

Dagegen konnte in der vorliegenden Arbeit kein vaskuläres oder stromales ED-B FN an 

reaktiven, nicht-neoplastisch infiltrierten Knochenmarkbiopsaten nachgewiesen werden. 

Diese Beobachtung stimmt mit Ergebnissen von Kilian et al.111 überein, die in normalen 
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gefrierasservierten Knochenmarkbiopsien mittels Immunhistologie und PCR keine ED-B 

FN-Expression nachweisen konnten. 

In zwei untersuchten Knochenmarkbiopsaten mit reaktiven Veränderungen ohne 

Nachweise eines Lymphoms oder einer haematopoetischen Neoplasie fanden sich ED-

B FN-positive Blutgefäße. Diese Biopsate stammten von einem Patienten, der an einer 

hämolytischen Anämie unklarer Ursache erkrankt war, und von einem Patienten, bei 

dem ein auf die Therapie ansprechendes und daher in Rückbildung befindliches 

noduläres B-NHL vorlag. Hämolytische Anämien sind häufig mit Lymphomen assoziiert, 

die gelegentlich erst im weiteren klinischen Verlauf diagnostiziert werden können. 

Noduläre B-Zell-Lymphome, die in der Regel im fortgeschrittenen Stadium nicht heilbar 

sind, zeigen eine hohe Neigung, das Knochenmark fokal zu befallen. Letztlich bleibt die 

Ursache für die ED-B FN-Expression in diesen beiden Biopsaten ungeklärt, auch wenn 

die Infiltration durch lymphatische oder haematopoetische Neoplasien nicht sicher 

ausschließbar ist. 

  

Aber auch in anderen krankhaft veränderten Geweben fand sich ED-B FN. So wurde in 

jeweils einer untersuchten Probe der Appendix und der Schilddrüse ein geringgradiger 

ED-B FN-Nachweis an Blutgefäßen erbracht. In beiden Geweben wurden histologisch 

ebenfalls Zeichen einer Entzündung beschrieben. In weiteren Gewebeproben des 

Appendix und der Schilddrüse konnte jedoch kein ED-B FN gefunden werden. Bei 

diesen Proben waren keine histologischen Entzündungsmerkmale erkennbar. 

Kaczmarek et al.97 fanden ED-B FN-positive Blutgefäße in Biopsaten von Brustdrüsen 

mit Mastopathie, nicht aber in normalem Brustdrüsengewebe. Ferner konnten Trachsel 

et al.112 zeigen, dass ED-B FN auch an Blutgefäßen in entzündlich verändertem Haut-

gewebe vorkommt. Diese Berichte stimmen mit den hier gezeigten Ergebnissen gut 

überein. Außerdem wurden ED-B FN-positive Gefäße auch in normalem Gewebe 

gefunden, das unmittelbar an Tumorgewebe angrenzte. So waren bei der immunhisto-

logischen Untersuchung von Gewebe einer tumorfreien Speicheldrüse, die bei einer 

Neck-Dissektion bei Patienten mit Plattenepithelkarzinom gewonnen wurde, ED-B FN-

positive Blutgefäße vorhanden. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Kosmehl et 

al.98 überein, die an der angrenzenden, tumorfreien Nachbarregion eines Plattenepithel-

karzinoms ED-B FN an Blutgefäßen beschrieben haben. 
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Bei den Untersuchungen zu dieser Arbeit wurde ED-B FN auch in den Gefäßen eines 

Splenektomiepräperates von einem Patienten nachgewiesen, der ein Polytrauma mit 

Milzruptur erlitten hat. Der zeitliche Abstand zwischen Polytrauma und Operation konnte 

retrospektiv nicht mehr evaluiert werden. Dabei bleibt unklar, durch welchen Reiz (z. B. 

eintretende Wundheilung oder Gewebehypoxie) die Expression von ED-B FN in der 

Milz bei diesem Patienten angeregt wurde. Mit Ausnahme des Uterus und Ovars, die 

zyklischen Veränderungen unterliegen, lässt sich in gesunden, ausgereiften Geweben 

oder Organen keine ED-B FN-Expression nachweisen.54 

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass ED-B FN nicht tumorspezifisch ist, denn alle 

Angiogenese-induzierenden Prozesse, wie z. B. Hypoxie und Entzündung, aber auch 

Tumorwachstum, führen zur ED-B FN-Expression. 

  

Aufgrund der konstant vorhandenen ED-B FN-Expression in Lymphomen, während das 

normale haematopoetische und lymphatische Gewebe keine ED-B FN-Expression 

zeigt, scheint es sinnvoll, im Hinblick auf eine zukünftige Behandlung, ED-B FN-

Antikörper weiterzuentwickeln und klinisch zu testen. Durch z. B. die Konjugation von 

ED-B FN-Antikörpern mit Radioisotopen, Zytokinen oder zytotoxischen Substanzen 

kann wahrscheinlich eine Tumor-selektivere Anlagerung des Wirkstoffes erreicht 

werden. So könnte möglicherweise die Wirkstoffkonzentration am Tumor erhöht und die 

systemische Exposition normaler Organe deutlich vermindert werden, was sich 

wiederum in einer besseren Wirksamkeit bei verminderter Toxizität ausdrücken sollte. 

Auch bei dieser konjugierten targetierten Antikörpertherapie wird mit hoher 

Wahrscheinlichkeit ein Nebenwirkungsspektrum zu erwarten sein. Jedoch kann durch 

die Kombination mit anderen Therapien, wie z. B. konventioneller Radio-

/Chemotherapie, diese in ihrer Dosis abgesenkt und so in ihrer Toxizität vermindert 

werden. Manche Antikörperderivate dieser Art, die auch als „antibody-drug-conjugates“ 

(ADC) bezeichnet werden, zeigen erste positive Ergebnisse in der klinischen 

Anwendung.  

 

So ist das ADC Gemtuzumab Ozogamicin (MylotargTM), ein humanisierter CD33-

Antikörper, der an den antineoplastischen Wirkstoff Ozogamicin gekoppelt ist, zur 

Behandlung der AML zugelassen. Allerdings ist dessen Wirksamkeit bei dieser 
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Erkrankung nur sehr gering.113 Das ADC Brentuximab Vedotin (Adcetris®), ein CD30-

Antikörper, der an Monomethyl-Auristatin gekoppelt ist, ist für die Behandlung von 

Patienten mit rezidiviertem Hodgkin-Lymphom oder mit fortgeschrittenem 

anaplastischem großzelligem Lymphom (ALCL) seit August 2011 von der FDA zur 

Behandlung zugelassen. Bei diesen Patienten führte Brentuximab Vedotin (Adcetris®) 

zu einem objektiven Ansprechen bei über 75 % der Patienten.114 TDM1 ist ein weiteres 

Beispiel für ein ADC, wobei hier der internalisierende HER2-Antikörper Trastuzumab an 

den hochtoxischen Wirkstoff Maytansin gekoppelt ist. TDM1 befindet sich in der späten 

klinischen Entwicklung für Patienten mit fortgeschrittenem HER-2-exprimierendem 

Brustkrebs.115 

Mit der Markierung von CD20-Antikörpern durch radioaktive Isoptope wie 90Yttrium und  

131Jod gelingt eine Tumor-selektive ß-Bestrahlung von CD20-exprimierenden Lympho-

men, insbesondere des sehr strahlenempfindlichen follikulären Lymphoms (FL). Dabei 

hatte der 131Jod-markierte CD20-Antikörper Tositumomab (Bexxar ®) eine deutlich 

größere Wirkung bei Patienten mit FL als der nichtradioaktive Antikörper (Rituximab). 

Ähnlich verhält sich die Situation beim 90Yttrium-markierten CD20-Antikörper 

(Ibritumomab Tiuxetan; Zevalin ®).116, 117 

 

Für eine auf ED-B FN-Antikörpern basierende Therapie wurden bereits ähnliche      

Konzepte entworfen. Dabei wurden humane Antikörper entwickelt, die eine hohe  

Affinität für das ED-B FN-Epitop (mAK BC1, scFv L19, mAk MX1) aufweisen, wie 

Biodistributionsexperimente in Tumor-tragenden Tiermodellen zeigten.84, 85 In einem 

weiteren Schritt wurde das Format dieser Antikörper so optimiert, dass eine möglichst 

rasche und hohe Bindung an ED-B FN-exprimierende Blutgefäße im Tumor gelang und 

gleichzeitig nichtgebundene Antikörpermoleküle rasch vom Körper ausgeschieden 

werden (L19-SIP, dimeric scFV L19). Anschließend wurden diese optimierten 

Antikörperderivate an immunmodelierende Sustanzen wie IL-2, TNFα, IL-12  (scFv L19-

IL2, scFv L19-mTNFα) gekoppelt oder mit 131Jod markiert (131I-L19-SIP).118, 119, 120, 121 

Dabei zeigte sich in umfangreichen Studien an tumortragenden Mäusen, dass die 

Targetierung des Effektormoleküls, also beispielsweise des IL-2, in der Monotherapie, 

aber vor allem auch in Kombination mit konventionellen Zytostatika (z. B. Gemcitabine, 

Dacarbazine), deutlich effektiver verlief als das freie, ungebundene Zytokin.84, 101 Selbst 
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komplette Eradikationen humaner B-Zell-Lymphome wurden mit der Kombination von 

Rituximab und L19-IL2 in einem Tierlymphom-Modell gezeigt, wohingegen Rituximab in 

Kombination mit freiem IL-2 keine entsprechende Wirkung zeigte.100 Entsprechend 

befindet sich L19-IL2 bereits in der klinischen Entwicklung als Medikament zur 

Behandlung von Melanompatienten sowie von Patienten mit fortgeschrittenem 

Pankreaskarzinom. Als Monotherapie wurde L19-IL2 bei Patienten mit 

fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom geprüft und konnte hier bei einigen Patienten den 

Krankheitszustand über einen langen Zeitraum stabilisieren.102  

Auch die Konjugation des Anti-ED-B FN-Reagenzien mit IL-12 (huBC1-IL12; L19-IL12) 

sowie TNFα (L19-mTNFα) zeigte einen antineoplastischen Effekt in Mäusen, die ED-B 

FN-positive Tumor trugen.118, 119, 120, 121, 122 Um die Möglichkeiten für die Nutzung einer 

Radioimmuntherapie von ED-B FN-positiven Tumoren zu evaluieren, wurde L19-SIP 

nach GMP-Richtlinien produziert und anschließend mit 131Jod markiert (I131-L19-SIP). 

Mäuse, die an einem ED-B FN-positiven Tumor erkrankt waren, wurde eine Dosis 

dieses Medikamentes verabreicht. In der nuklearmedizinischen Untersuchung wurde 

eine hohe Aufnahme des Medikaments im Tumor nachgewiesen.123, 124 Bei Patienten 

mit fortgeschrittenen inkurablen Lymphomen wurde ebenfalls zunächst eine sehr kleine 

diagnostische Dosis dieses Medikamentes verabreicht.125 Nach der Injektion wurden die 

Patienten mehrfach nuklearmedizinisch untersucht, um die Anreicherung des Medika-

ments im Lymphomgewebe und in normalen Organen analysieren zu können. Bei 

Patienten, die eine hohe Aufnahme des 131I-L19-SIP im Lymphomgewebe zeigten, 

wurde dann eine hohe Radioimmuntherapiedosis des 131I-L19-SIP appliziert und das 

Ansprechen der Lymphomgewebe auf diese Therapie mittels CT und FDG-PET-CT 

verfolgt. Dabei machte man sich zunutze, dass die Non-Hodgkin-Lymphome und das 

Hodgkin-Lymphom im Gegensatz zu den meisten soliden Karzinomen eine wesentlich 

höhere Strahlensensibilität aufweisen, was ein besseres Ansprechen auf eine 

Radioimmuntherapie vermuten lässt. Bei einigen Patienten mit Hodgkin-Lymphom fand 

sich eine selektive Anreicherung in den infiltrierten Geweben mit messbaren Dosen von 

14 bis 22 Gy sowie teilweise ein therapeutischer Effekt in Form einer partiellen 

Remission.126, 127 

Radioaktiv markierte ED-B FN-Antikörper besitzen möglicherweise auch einen diagnos-

tischen Stellenwert. In der Immunszintigrafie konnte nach der Gabe von 123Jod- 
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konjugierten scFv L19 (123I-L19(scFv)2) im Patienten mit soliden Tumorerkrankungen 

(kolorektales Karzinom, Bronchialkarzinom, Hirntumor, oropharyngeales Plattenepithel-

karzinom) eine tumorspezifische Akkumulation im Primärtumor und in seinen 

Metastasen, u. a. in den Lymphknoten, dargestellt werden.91, 92 Auch bei Lymphomen 

konnte eine selektive Aufnahme des 131I-L19SIP im Lymphomgewebe gezeigt 

werden126, was möglicherweise für die Tumordiagnostik ergänzend genutzt werden 

könnte.   

Weiterhin bekräftigen diese Beobachtungen, dass bei Menschen mit einer bösartigen 

Erkrankung durch Gabe des konjugierten Antikörpers das ED-B FN-positive Tumor-

gewebe und insbesondere die Tumorvaskularisation selektiv erreicht werden kann. 

 

So bietet der Angiogenesemarker ED-B FN aufgrund seiner Assoziation an 

neugebildete Blutgefäße des Tumors eine erfolgversprechende Zielstruktur zur 

Entwicklung neuer Antikörper-basierter Medikamente gegen solide Tumore (z. B. bei 

klarzelligem Nierenzellkarzinom, Pankreaskarzinom) und, wie in dieser Arbeit erstmalig 

gezeigt, auch gegen eine Vielzahl von Lymphomen.128 Somit trägt diese Studie zur 

Grundlage für die klinische Testung von ED-B FN-targetierten, radioaktiv-markierten 

Antikörpern oder Antikörper-konjugierten Medikamenten bei Patienten mit hämatolo-

gischen Neoplasien und Lymphomen bei. Ein solcher Therapieansatz erscheint 

besonders vielversprechend bei Lymphomentitäten mit einer konstant höheren Anzahl 

an ED-B FN-positiven Blutgefäßen und hoher Strahlensensibilität. Dabei sind vor allem 

die hochmalignen B-NHL, wie z. B. das DLCBL, mit der Ausnahme der 

plasmoblastischen und T-Zell-reichen Variante, und das FL 3 a/b, aber auch das 

Hodgkin-Lymphom zu nennen. 

 

Die bis dahin offenen, einzeln gestellten Fragen konnten im Rahmen dieser Arbeit 

beantwortet werden: 

 

1. ED-B FN, ein Marker der Angiogenese, ist in Tumorbiopsaten von Patienten mit   

lymphatischen und haematologischen Neoplasien in unterschiedlichem Ausmaß an 

neugebildeten Blutgefäßen vorhanden. 

 



4 Diskussion 

68 

 

2. Im normalen Lymphknoten und Knochenmark wurde ED-B FN weder an Blutgefäßen 

noch anderswo nachgewiesen. In entzündlich veränderten lymphatischen Geweben ist 

ED-B FN gelegentlich nachweisbar. Dort ist der Umfang an ED-B FN-positiven 

Blutgefäßen aber sehr inhomogen. 

  

3. Durch die Entwicklung einer deutlich modifizierten Vorbehandlung der in Paraffin 

eingebetteten Biopsate war ED-B FN an neugebildeten Blutgefäßen in einer Vielzahl 

von Proben, u. a. auch von entkalkten Knochenmarksbiopsien, zuverlässig 

nachzuweisen. Dabei zeigte sich meist eine höhere Rate an ED-B FN-positiven 

Blutgefäßen in lymphatischen und haematologischen Neoplasien als im normalen oder 

reaktiv-entzündlich veränderten lymphatischen und haematopoetischen Gewebe. 

 

4. In fast allen Lymphomen und myeloproliferativen Erkrankungen ist ED-B FN an den 

neugebildeten Blutgefäßen vorhanden. In hochmalignen B-NHL ist hoch signifikant ein 

größeres Ausmaß an ED-B FN-positiven Blutgefäßen nachweisbar als bei den 

niedrigmalignen Lymphomen (p = 0,008). Die myeloproliferativen Erkrankungen weisen 

signifikant weniger Blutgefäße mit einer ED-B FN Expression auf als Lymphome (p < 

0,001).  
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5 Zusammenfassung  

Die Standardtherapien gegen metastasierte oder fortgeschrittene bösartige 

Erkrankungen, wie Radio- und insbesondere Chemotherapie, sind meist nicht 

tumorspezifisch, weisen eine hohe Toxizität auf und führen typischerweise nicht zu 

einer verbesserten Heilungsrate. Neuere tumorselektive Strategien richten sich daher 

gegen Tumorzell-assoziierte Antigene und Signaltransduktionswege von Tumoren. Als 

Erfolgsbeispiele sind der CD20-Antikörper Rituximab, der HER-2-Rezeptorantikörper 

Trastuzumab sowie der Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib zu nennen. Aufgrund der 

großen Heterogenität dieser bösartigen Erkrankungen sind die Indikationen dieser 

Medikamente jedoch auf einzelne Tumorentitäten beschränkt. Um eine Struktur zu 

finden, die sowohl tumorselektiv als auch in einer Vielzahl von bösartigen Erkrankungen 

vorhanden ist, richtet sich die Suche auf das umgebende Tumorstroma und die 

Tumorvaskularisation. Biochemische und molekulare Marker der Angiogenese, wie z. B. 

VEGF/VEGFR, Integrin α3βv und ED-B FN, können als Zielstrukturen für eine selektive 

Anti-Tumortherapie eingesetzt werden. Der VEGF-Antikörper Bevacizumab (Avastin®) 

und die Tyrosinkinase-Inhibitoren Sorafenib (Nexxavar®) und Sunitinib (Sutent®), die in 

VEGF Signaltransduktionswege eingreifen, dienen als Beispiele. 

 

Die Extra Domain B des Fibronectin (ED-B FN) ist im gesunden, erwachsenen 

Menschen bis auf wenige Ausnahmen nicht vorhanden. ED-B FN wurde aber in einer 

Vielzahl von soliden Tumoren an neugebildeten Blutgefäßen sowie teilweise auch im 

Tumorstroma nachgewiesen, und die tumorselektive Anlagerung von Anti-ED-B FN-

Reagenzien (z. B. 123I-L19(scFv)2, 
131I-L19-SIP) konnte in tumortragenden Tieren und in 

Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumorerkrankungen gezeigt werden. Jedoch 

war bisher wenig über die ED-B FN-Expression an neugebildeten Blutgefäßen von 

lymphatischen und haematopoetischen Neoplasien bekannt. So wurden in dieser Arbeit 

erstmalig lymphatische und haematopoetische bösartige Erkrankungen sowie nicht-

neoplastisch veränderte lymphatische und haematopoetische Gewebe systematisch 

mittels Immunhistologie auf das Vorhandensein von ED-B FN-positiven Blutgefäßen 

untersucht. Damit eine große Anzahl von Biopsien einschließlich Knochenmarkbiopsien 

untersucht werden konnte, wurde für den ED-B FN-Nachweis im Paraffin-eingebetteten 
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Gewebe eine modifizierte Epitopfreilegungsmethode entwickelt. In einem 

Kompetitionsexperiment mit einem Überschuss an löslichem ED-B FN konnte bewiesen 

werden, dass die ED-B FN-Bindung auch nach Antigenwiederherstellung im 

Paraffinschnitt spezifisch und inhibierbar ist. In über 200 in Paraffin eingebetteten 

Proben von B-NHL, T-NHL, Hodgkin-Lymphomen und myeloproliferativen Neoplasien 

war ED-B FN an neugebildeten Blutgefäßen in unterschiedlichem Umfang vorhanden. 

In normalen Lymphknoten und im Knochenmark konnte hingegen kein ED-B FN 

nachgewiesen werden. ED-B FN wird in Umbau- und Proliferationsvorgängen im 

Rahmen der Angiogenese induziert, wie u. a. auch bei Entzündungen. Entsprechend 

konnten ED-B FN-positive Blutgefäße in krankhaft oder entzündlich veränderten 

Geweben, wie Lymphknoten, Tonsillen und Appendix, gefunden werden.  

 

Mit der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass der Angiogenese-

marker ED-B FN aufgrund seiner selektiven Assoziation an neugebildete Blutgefäße im 

Lymphomgewebe und in Geweben, die von haematopoetischen Neoplasien infiltriert 

sind, als Zielstruktur zur Medikamentenentwicklung gegen haematologische Neoplasien 

gut geeignet ist. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde eine kleine Serie von 

ausbehandelten Lymphompatienten mit dem ED-B FN-bindenden Medikament 131I-

L19SIP im Rahmen einer klinischen Studie behandelt. Bei einigen Patienten mit 

Hodgkin-Lymphom konnte selektiv im Lymphomgewebe eine therapeutisch wirksame 

Strahlendosis von 14-22 Gy erreicht werden, die zu einer partiellen Remission führte.93, 

126 Somit wurde mit dieser Arbeit eine Grundlage für zukünftige klinische Testungen von 

ED-B FN-targetierten radioaktiv-markierten oder Antikörper-konjugierten Medikamenten 

bei Patienten mit fortgeschrittenen Lymphomen oder haematologischen Neoplasien 

gelegt. Aufgrund der großen Anzahl ED-B FN-positiver Blutgefäße erscheinen solche 

Therapien besonders aussichtsreich bei hochmalignen B-NHL wie den meisten Varian-

ten des DLBCL, dem FL 3 a/b und dem Hodgkin-Lymphom. 
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Abkürzungsverzeichnis 

 ADC                               „antibody-drug-conjugates“  

 AML    akute myeloische Leukämie 

 ALCL    anaplastisch großzelliges T-Zell-Lymphom 

 B-ALL    akute lymphoblastische B-Zell Leukämie/Lymphom  

 B-NHL   B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom 

 ca.    circa 

 cHL    klassisches Hodgkin-Lymphom 

 CLL    chronisch lymphatische Leukämie 

 CML    chronisch myeloische Leukämie 

 DLBCL   diffus großzelliges  B-Zell-Lymphom 

 ECM    extrazelluläre Matrix 

 ED-A FN   Extra-Domäne A des Fibronectins 

 ED-B FN   Extra-Domäne B des Fibronectins 

 EGFR    epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor 

 ET    essentielle Thrombozythämie 

 FL    follikuläres Lymphom   

 FL 1/2     follikuläres Lymphom Grad 1/2 

 FL 3a     follikuläres Lymphom Grad 3a 

 FL 3b     follikuläres Lymphom Grad 3b 

 FN    Fibronectin 

 LPHL    lymphozytenprädominantes Hodgkin-Lymphom 

 cHL-LR   lymphozytenreiches klassisches Hodgkin-Lymphom 

 cHL-MC   klassisches Hodgkin-Lymphom vom Mischtyp 

 cHL-NS   nodulär-sklerosierendes klassisches    

     Hodgkin-Lymphom 

 LPL    lymphoplasmozytisches Lymphom 

 mAk    muriner monoklonaler Antikörper 

 PM    Plasmazellmyelom 

 MNTZL   Mantelzell-Lymphom 

 MVD    micro vessel density 
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 MGL    Marginalzonen-B-Zell-Lymphom 

 NHL    Non-Hodgkin-Lymphom 

 PALS    periarteriellen lymphatischen Scheiden 

 pM    primäre Myelofibrose 

 PV    Polyzythaemia vera 

 sog.    sogenannt 

 T-ALL    akute lymphoblastische T-Zell-Leukämie 

 TKI    Tyrosinkinase-Inhibitor 

 T-NHL    T-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom 

 T-NHL/NOS   peripheres T-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom, nicht weiter 

     spezifiziert (not other specified) 

 u. a.    unter anderem 

 VEGF    vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor 

 z. B.    zum Beispiel 

 Z. n.    Zustand nach 
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