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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie

Akromegalie bezeichnet eine GréBenzunahme der Akren nach AbschluBB des
Wachstumsalters infolge vermehrter autonomer Sekretion des Wachstumshormons
(Growth Hormone, GH) durch ein Adenom des Hypophysenvorderlappen (HVL). Diese
GH-sezernierenden Adenome machen rund 20% aller Hypophysentumore aus und sind
in mehr als 90% der Félle die Ursache fur die Akromegalie (1).

Mit einer Inzidenz von 3-4 Patienten / 1 Million (Mio.) Einwohner (EW) / Jahr und einer
Pravalenz von 40-70 Patienten / 1 Mio. EW ist die Akromegalie eine seltene
Erkrankung, wobei Manner und Frauen gleichermaBen betroffen sind (2,3).

Die Bezeichnung ,Akromegalie” geht auf den Franzosen Pierre Marie zurlick, welcher
1886 zwei eigene Patienten mit diesem Krankheitsbild beschrieb. Bereits ein Jahr
spater vermutete man einen Zusammenhang zwischen der vergréBerten Hypophyse
und dem Krankheitsbild der Akromegalie (4).

Unbehandelt - oder zu spéat behandelt - fihrt diese Erkrankung zu hoher Co-Morbiditat,
verkirzt das Leben signifikant und weist eine 2-4 fach erhéhte Mortalitédt gegentber der
Normalbevélkerung auf (1-3,5).

Die Einschrankung der Lebenserwartung erfolgt bei 51,1% der Patienten durch
kardiovaskulare, bei 13% durch pulmonale Faktoren und bei 15% infolge maligner
Neoplasien (5,6). Jungste Studien zeigten, dass Akromegaliepatienten eine erhdhte
Inzidenz fir Kolon- und Prostatakarzinome aufweisen und dass sie méglicherweise

auch fir die Entstehung von Mammakarzinomen pradisponiert sind (7,8,9).

Diagnostiziert wird die Erkrankung haufig im 4.-6. Lebensjahrzehnt. Durch eine
schleichende Entwicklung und einer groBen Latenz zwischen dem Auftreten erster
Symptome und Diagnosestellung, liegen zum Zeitpunkt der Diagnose meist relativ

groBe Adenome vor, die nicht mehr kurativ operiert werden kénnen (10,11).

Ein GH-sezernierendes Adenom der Hypophyse kann auch im Rahmen eines MEN-1
Syndroms (12) oder des McCune-Albright Syndroms (13) auftreten.



1.2. klinisches Bild

Symptome, welche auf die Akromegalie hinweisen kénnen, sind eine allmahliche
VergrdBerung und Vergréberung der Akren und einiger Weichteile. Ein Schlaf-Apnoe-
Syndrom tritt bei mehr als 50% der Patienten auf (14).

Als Spatfolge ist Augenmerk auf die Viszeromegalie zu legen, da es besonders am
Herzen zu einer Kardiomyopathie kommen kann, welche die Lebensqualitéat zuséatzlich
einschrankt (6). Auffallend ist ein gesteigertes enchondrales und appositionelles
Knochenwachstum. Das Knorpelwachstum im Gelenkbereich, welches durch den
Insulin-like Growth Faktor-1 (IGF-1) hervorgerufen wird, flhrt zu einer Verbreiterung der
Gelenkspalten, was wiederum zu nutritiven Stérungen mit Knorpeldegeneration flhrt
und die akromegale Arthropathie hervorrufen kann (15).

Bei 80% der Patienten ist infolge der GH-Wirkung eine periphere Insulinresistenz
diagnostizierbar, wobei etwa 55% eine verminderte Glukosetoleranz aufweisen und sich
bei bis zu 25% im Laufe der Jahre ein Diabetes mellitus entwickelt. Haufiger sieht man
diesen bei alteren Patienten mit hdheren GH-Spiegeln und einer langeren
Krankheitsdauer (4).

Aber nicht nur die GH-Wirkung allein, sondern auch die Tumormasse pragt das
klinische Bild. Die direkt durch das Makroadenom (MA) hervorgerufenen Effekte sind
eine VergréBerung der Sella, Kopfschmerzen und, durch Druck des Adenoms auf das
Chiasma opticum, eine bitemporale Hemianopsie (16,17).

Die lokalen Raumforderungen des Adenoms koénnen zu einer Insuffizienz der
hypophyséren Restfunktion fihren (17). Weitere Symptome sind mit Haufigkeits-

angaben aus der Tabelle 1.2 im Anhang zu entnehmen.

1.3. Physiologie und grundlegende Diagnostik

Das GH wird hauptsachlich in Form eines einkettigen Peptidhormons aus der
Hypophyse sezerniert (14,18). Den Sekretionsimpuls gibt das Growth hormone-
releasing hormone (GHRH) aus dem Hypothalamus. Die Wachstumswirkung des GH
wird durch IGF-1 vermittelt, das GH-abhangig vor allem in der Leber gebildet und im
Blut an Bindungsproteine gekoppelt transportiert wird (19).

IGF-1, freie Fettsduren, Glucose und einige Aminosauren hemmen die GH-
Ausschittung Uber negative Ruckkopplung zum Hypothalamus und stimulieren die



hypothalamische Somatostatin (SS)-Freisetzung, welche als Gegenspieler des GHRH
inhibitorisch auf die GH-Sekretion wirkt (14).

Die Diagnose der Akromegalie ruht auf den Saulen des klinischen Bildes, der
Hormondiagnostik und der Bildgebung. Die Hormondiagnostik basiert auf der Messung
stark erhdhter basaler GH-Konzentrationen im Serum, einem pathologischen oralen
Glucose-Toleranz-Test (0GTT) und einer Erhdéhung des IGF-1 (ber alters- und
geschlechtsspezifische Normalwerte (20).

Der Nachweis einer autonomen GH-Sekretion bei Akromegalie erfolgt durch die
fehlende Suppression des Wachstumshormons im oGTT (21).

Als sensitivster Screening-Test gilt die Messung der IGF-1-Konzentration im Serum, die
in der Regel 4-10fach erhdht ist. Die Sensitivitat eines IGF-1 Wertes fir die Diagnose
der Akromegalie liegt bei 100%, die Spezifitat bei 97% (22).

Die HVL-Funktion sollte mit Hilfe des kombinierten HVL-Tests abgeklart werden, bei
welchem Insulin, Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH) und Thyreotropin-Releasing
Hormon (TRH) injiziert werden und weitere Blutenthahmen nach festgesetzten Zeiten
erfolgen (5). Der LHRH-Test kann Hinweise auf einen Hypogonadismus geben (23).

Zur Bildgebung wird heute die Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT), nativ und mit
Kontrastmittel, mit genauer Bestimmung von Lokalisation und Tumorausdehnung ver-
wendet, wobei man zwischen Mikroadenomen (MI) und MA unterscheidet. MI sind
dabei all diejenigen Tumore, welche in keiner Ausdehnung eine GréBe von 10 mm
Uberschreiten. MA weisen hingegen in mindestens einer Ausdehnung mehr als 10 mm
auf (4).

1.4. Therapieziele

Die Therapieziele bestehen darin, den Tumor zu entfernen, die GH- und IGF-1-
Konzentrationen zu normalisieren, die Gbrige hormonelle Funktion der Hypophyse zu
erhalten, ein erneutes Auftreten der Symptome zu verhindern, sowie Komplikationen zu
vermeiden. Das Erreichen einer GH- und IGF-1-Konzentration, die im Vergleich zu
gesunden Personen keine erhdhte Morbiditdt und Mortalitdt aufweist steht im

Vordergrund.



Als zurzeit gultige Remissionskriterien werden folgende Werte definiert: Die GH-
Konzentration im GH-Profil soll im Mittel unter 2,5 pg/l liegen, das GH im oGTT soll bei
Verwendung eines Radioimmunassay (RIA) unter 1,0 ug/l und bei Nutzung eines
sensitiven immunometrischen Assay (IRMA) unter 0,14 ug/l liegen (24). Zuséatzlich
werden normale alters- und geschlechtsspezifische IGF-1-Konzentrationen gefordert
(25).

Bei Beurteilung eines einzelnen GH-Wertes sollte im Vergleich immer zusatzlich der
IGF-1-Wert betrachtet werden, da eine alleinige Erhdhung des GH durch eine Vielzahl
anderer Ursachen wie Angst, kérperliche Belastung, Anorexia nervosa, Stress, Nieren-
und Lebererkrankungen beeinflusst werden kann.

Der aktuell anerkannte Grenzwert fir die Suppression des GH im oGTT liegt bei unter

1 ug/l (26). Die postoperative Evaluation sollte friihestens nach 3 Monaten erfolgen.

1.5. Therapieformen
Wichtige Behandlungsformen der Akromegalie sind die Operation, die medikamentdse
und die Strahlentherapie (25).

1.5.1. operativ

Die Therapie der Wabhl ist die selektive transsphenoidale Adenomektomie durch einen
erfahrenen Hypophysenchirurgen (27).

Uber 90% der Adenome kdnnen heute durch diese selektive Herausschalung unter
Schonung des Ubrigen Hypophysengewebes operiert werden. Allerdings ist dieses
Verfahren nur ideal bei intrasellaren Ml von wenigen Millimetern. Vernarbungen nach
vorangegangenen Eingriffen und Infiltrationen stehen der radikalen Tumorentfernung oft
im Wege (28).

Bei Ml wird so in Uber 80% eine Normalisierung der GH-Konzentration erreicht
(27,29,30). Bei invasiv wachsenden MA reichen die Literaturangaben fir die Normali-
sierung der GH-Konzentration von 20% (29) bis 70% (4,23,28,31,32), da haufig der
Sinus cavernousus infiltriert und somit nur eine unvollstdndige Resektion mdglich ist.
Freda et al. zeigten 1998 eine Remissionsrate bei MA von 53% (30). Ahnliche Resultate
belegten Shimon et al. 2001 mit einer GH-Konzentration unter 2 pg/l bei 64% der MA
(33).



Die umfassendste Operationsserie mit 490 Patienten, bei welcher nach modernen
Remissionskriterien untersucht wurde, stammt von Fahlbusch et al. (34). Die
Remissionsdefinition war ein basales GH unter 2,5 ug/l, ein GH-Nadir kleiner 1,0 pg/l im
oGTT und eine normale IGF-1-Konzentration. Bei allen Adenomen dieser Serie betrug
die Remissionsrate nach OP 53%, bei Ml 72% und bei MA 74%.

Typische, aber eher seltene (<1%) Komplikationen sind neben dem allgemeinen Risiko
der Anasthesie Meningitis, nasale Liquorfisteln und ein Hypopituitarismus. Infolge der
fehlenden Hormone kommt es zu sekundaren Unterfunktionen der entsprechenden
Zieldrisen, wie Schilddrise, Nebennierenrinde und den Gonaden, was haufig einen
lebenslangen Hormonersatz notwendig macht. Es kann sich auch ein transienter oder
permanenter Diabetes insipidus mit Steigerung der Wasserausscheidung entwickeln.
Liquorrhoe, Hamorrhagien, Verletzungen der Arteria carotis, postoperative Visus- oder
Okulomotorikstérung, Sinusitiden, Meningitiden oder zerebrale Abszesse werden
beschrieben (35).

AuBer von der Erfahrung des Chirurgen hangt der Erfolg dieser Therapieform von der
GroBe und Ausdehnung der Tumormasse und der Hoéhe praoperativer GH-
Konzentrationen ab (31,36).

Die Ergebnisse der transsphenoidalen Chirurgie korrelieren negativ. mit der
TumorgréBe, insbesondere der supra- und parasellaren Ausdehnung und der préa-
operativen GH-Konzentration (37). Auch bei Rest- oder Rezidivtumoren ist gegenwartig
ein chirurgischer Zweiteingriff primar indiziert. Erst bei nicht befriedigenden Remissions-
raten kommen die im folgendem geschilderten adjuvanten Behandlungsstrategien in
Betracht (4).

Bei groBen extrasellaren Tumoren wurde in den letzten Jahren vielfach eine
praoperative medikamentdése Therapie mit Octreotid (Oct), einem Somatostatin-
analogon (SSA), durchgefiihrt. Ziel hierbei ist es, innerhalb von wenigen Wochen, eine
mdgliche Tumorschrumpfung und -erweichung mit besseren operativen Ergebnissen
zu bewirken (24,38).
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1.5.2. Grundlage der praoperativen Therapie
1.5.2.1. GH und Somatostatin
Das Wachstumshormon bt seine Wirkung durch Bindung an einen spezifischen,

einfach zellmembrangangigen Rezeptor an vielen Organen und Geweben aus. Daher
ist dieser Rezeptor ubiquitar im gesamten Kérper zu finden. GH bindet zur Aktivierung
des Rezeptors an zwei verschiedenen Doméanen, was zur Rezeptor-Dimerisierung und
damit zur Initialisierung der intrazellularen Signalkette fuhrt.

Das Tetradecapeptid SS aus dem Hypothalamus hemmt die hypophyséare Ausschittung
von GH und ist daher prinzipiell fir die Therapie von Erkrankungen mit Hormon-
hypersekretion geeignet. Dieses Polypeptid kommt in zwei aktiven Isoformen (SRIF-14
und SRIF-28) vor. SS wurde urspriinglich aus Hypothalamusextraktionen isoliert und als
potenter GH-Sekretionshemmer identifiziert. Die Halowertszeit (HWZ) in der Zirkulation
betragt lediglich 1-2 Minuten. SS-Effekte werden Uber die ubiquitar vorkommenden,

folgend beschriebenen G-Protein-gekoppelten Membranrezeptoren vermittelt (4).

Anfangs erhoffte man sich von SS, dass es durch seine inhibierende Wirkung auf die
Hormonfreisetzung in der Therapie der Akromegalie eingesetzt werden kénnte. Jedoch
wurde die klinische Anwendung einerseits durch seine kurze HWZ von weniger als drei
Minuten, andererseits durch die Notwendigkeit der Applikation mittels i.v.-Infusion und
das Wiederauftreten der Symptome nach Absetzen der Therapie eingeschrankt (39).

Aus diesen Grinden wurden SSA auf synthetischem Weg hergestellt, die bessere

pharmakodynamische und -kinetische Eigenschaften besitzen (40).

1.5.2.2. Somatostatinrezeptoren

Seit der Entdeckung des SS und dessen Interaktion mit einer Familie spezifischer
Rezeptoren wurden viele Studien durchgeflihrt um die Lokalisation der Somatostatin-
Rezeptor (sst)-Subtypen in verschiedenen Geweben zu detektieren.

Die sst-Subtypen sind eine Gruppe von G-Protein gekoppelten 7-fach
transmenbrandren Rezeptoren (41,42).

Die G-Proteine, die durch die Rezeptorbindung aktiviert werden, bestehen aus drei
Untereinheiten. Nach Abspaltung der B- und y- bleibt die a-Untereinheit Gbrig, durch
welche es in normalen Hypophysen Uber eine Reaktionskaskade intrazellular zur
Hemmung der Adenylatcyclase und somit zu einer verminderten Ausschittung des

Wachstumshormons kommt (4).
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Derzeit sind funf Somatostatin-Rezeptor-Subtypen identifiziert: ssty, sst, (sstoa und
sstog), ssts, ssts und ssts, die in gesundem und neoplastischem Gewebe, einschlieBlich
endokrinen Tumoren, exprimiert werden (43,44).

Somatostatin bindet mit hoher Affinitat an allen finf sst, Oct bindet nur am Rezeptor-
Subtyp 2 mit hoher Affinitdt und mit geringerer Affinitat am ssts (45).

Jingste Studien zeigten, dass die Effektivitdt des Octreotides von der Somatostatin-
Rezeptor-Dichte und dem jeweiligen Subtyp abhangt:

Somatotrophe Adenome weisen eine, im Vergleich zum gesunden Hypophysengewebe,
héhere Dichte (> 90%) an sst, und ssts auf (9). Die Expression der sst--mRNA war in
Adenomen, welche nur als partielle Responder definiert wurden, geringer, wahrend die
ssts-Expression in diesen Adenomtypen hdéher war im Vergleich zu octreotid-
responsiven Tumoren. Einige Studienergebnisse zeigten, dass in octreotid-non-
responsiven Tumorzellen das ssts-spezifische Analogon BIM23244 effektiv die GH-
Sekretion supprimiert (45).

Studien, welche subtyp-selektive SSA verwendeten zeigten, dass diese beiden
Rezeptorsubtypen in der Regulation der GH-Sekretion von menschlichen Hypophysen-
adenomen involviert sind (45). Die Subtypen-Expression ist in Tumorgewebe
inhomogen und spezifisch flir den jeweiligen Tumor. Dies erklart das individuell
unterschiedliche Ansprechen der Adenome auf die Therapie mit SSA (46).

Viele Tumore exprimieren mehr als einen sst-Subtyp, wobei ssto in den meisten

Geweben dominiert (43).

Miller et al. fanden 1995 bei ihren Untersuchungen in allen normalen Hypophysen und
in allen Adenomen ssty, ssto, und ssts, wobei sst, dominierte (47). In keinem Gewebe
konnte ssts nachgewiesen werden, wahrend sst3 nur in einem Adenomgewebe
detektierbar war. In allen GH-sezernierenden Adenomen, welche auf SS in vitro
ansprachen, wurde sst,, ssts und vereinzelt ssty gefunden.

Thodou et al. (2006) veréffentlichten eine Untersuchung dieser sst-Subtypen an 90 GH-
und / oder Prolaktin (PRL)-sezernierenden Hypophysenadenomen (48). Sie nutzten,
wie auch in dieser vorliegenden Studie, fir die immunhistochemische Detektion die
standardisierte Avidin-Biotin-Komplex-Methode mit polyklonalen Antiseren. Das Team
hielt fest, dass die Rezeptoren 2 und 5 in allen Adenomen hochfrequent exprimiert
wurden, wahrend die ssti-Expression in laktotrophen Adenomen héher war.
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Greenman und Melmed untersuchten 1994 die Verteilung der Rezeptor-Subtypen 3, 4
und 5 an 33 Hypophysentumorarten (49). Sie fanden eine Expression des sstz in 86%
der GH-sezernierenden Adenome, in allen non-funktionellen Adenomen (NFA), in allen
Prolaktinomen und in 50% der ACTH-produzierenden Tumore. Ssts war auch in dieser
Studie in den meisten Fallen undetektierbar, vor allem in GH-produzierenden
Adenomen, hingegen wurde ssts verstarkt gefunden. Sie schlossen daraus, dass ssts,
aufgrund der weiten Verteilung dieses Subtyps, in der hemmenden Aktivitat des SS
involviert ist, wahrend ssts; eine wichtige Determinante der GH-Sekretion zu sein

scheint.

Diese heterogene Rezeptorenverteilung reprasentiert die morphologische Grundlage
einer selektiven pharmakologischen Beeinflussung durch geeignete Liganden in den
unterschiedlichen Geweben.

Am sst, binden neben den physiologischen Formen auch die zu therapeutischen
Zwecken verwendeten synthetischen Analoga des aus 14 Aminosauren bestehenden
Oligopeptids (50).

1.5.2.3. Somatostatinanaloga

SSA bilden im klinischen Alltag einen wesentlichen Bestandteil der nichtinvasiven
Therapie der Akromegalie.

Das Somatostatinanalogon Sandostatin® (Octreotid), das aus 8 Aminosauren besteht,
enthalt die Aminosaurengruppe des nativen Somatostatins, welche am Somatostatin-
Rezeptor bindet.

Mit einer HWZ von 90 min hat es eine mehr als 30fach langere biologische HWZ als
das natlrliche SS. In einer Dosis von 3 x 50-200 pg/d s.c., in retardierter Form mit 10-
30 mg i.m. alle 3-4 Wochen oder Uber eine kontinuierliche 24h-Infusion mittels einer
Pumpe wird es erfolgreich zur Hemmung einer UberschieBenden GH-Sekretion
eingesetzt (51).

Wahrend einer Langzeittherapie mit Octreotid lasst sich die GH- und die IGF-1-
Konzentration in 65% der Akromegaliepatienten normalisieren (52-55). Unter Oct-
Therapie lasst sich eine Tumorregression nachweisen (56).

Die molekularen Mechanismen, welche fir eine GH-Senkung auf eine Oct-Therapie bei
den einzelnen Patienten determinieren, sind bisher nur inkomplett verstanden (57).
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Die erfolgsversprechendsten klinischen Ergebnisse wurden bisher mit Sandostatin
LAR® (Octreotidacetat; Octreotid LAR), einem Depotpraparat, erzielt (58,59).

Auch das SSA Lanreotid (Somatuline®) steht fiir den klinischen Einsatz zur Verfligung.
Oct und Lanreotid weisen eine hohe Affinitdt zum sst, und eine mittlere Affinitat zum
ssts auf. Die GH-Sekretionswirkung wird vor allen Dingen Uber sst, vermittelt.

Die SSA hemmen, wie auch das native SS, die Sekretion einiger anderer Hormone und
zusatzlich die autonome Sekretion des Wachstumshormons (4).

Oct und Lanreotide flihren zu einer Normalisierung der GH-Konzentration bei 56% und
49% und der IGF-1-Konzentration bei 66% und 48% der Patienten (60). Eine GrdBen-
zunahme des Tumors lasst sich bei etwa 70% des Patientengutes verhindern (26).

Einige Studienergebnisse sprechen fir eine prachirurgische medikamentése SSA-
Therapie:

Colao et al. bildeten aus 59 Patienten zwei Gruppen und fanden eine Verbesserung der
postoperativen GH-Werte bei der mit Oct vortherapierten Gruppe (36). Beide Gruppen
waren in punkto AdenomgréBe, Invasivitat und der klinischen Parameter annahernd
identisch. Sie konnten bei einigen der vortherapierten Patienten eine signifikante
Tumorvolumen (TV)- Abnahme nachweisen. Anhand ihrer Ergebnisse schlugen sie eine
3-6monatige Oct-Therapie prachirurgisch vor, da diese die klinischen Bedingungen flr
den chirurgischen Erfolg und den postoperativen Klinikaufenthalt positiv beeinflussen
kénnten.

In einer anderen Studie konnten ebenfalls Calao et al. nachweisen, dass unter
praoperativer Therapie mit Oct oder Lanreotide bei 75,5% der Patienten eine Minderung
des TV anhand von MRT-Aufnahmen erzielt werden kann (61).

In der Literatur sind aber auch Ergebnisse zu finden, welche nicht fir eine praoperative
SSA-Therapie sprechen:

Anhand von Daten an 399 Akromegaliepatienten zeigten Losa und Mitarbeiter (62),
dass eine praoperative SSA-Therapie nicht als Routine eingesetzt werden sollte.
Einschlusskriterien ihrer Fall-Kontroll-Studie waren die GH-Senkung, die TumorgréBe
und die Invasivitat. Eine Senkung des GH wurde bei 64% erreicht, aber die IGF-1-
Konzentration konnte nur bei 19,5% der Patienten gesenkt werden. Eine chirurgische
Remission erzielten 56,6% und in der Kontroll-Gruppe 63,6% der Patienten, was kein
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signifikantes Ergebnis bedeutet. Regressionsanalysen dieser Studie zeigten, dass eine
SSA-Therapie bisher keinen Einfluss auf den operativen Erfolg brachte.

Haufig berichten die Patienten in den ersten Wochen nach Oct-Therapiebeginn Uber
transiente gastrointestinale Symptome mit abdominellen Schmerzen, Malabsorption,
Ubelkeit, Blahungen, Steatorrhoe oder Durchfall. Zurlickzufiihren sind diese
Beschwerden auf die Suppression der exokrinen Pankreassekretion. Ein erhdhtes
Risiko flr Cholelithiasis besteht nach langerer Therapie (63,64). Auch chronische
Gastritiden und Vitamin-Bi>-Resorptionsstérungen werden in der Literatur unter
Therapie mit Oct-LAR beschrieben (65).

Das Arthropathie Risiko kann mittels Oct-Langzeittherapie gesenkt werden (15).

1.5.3. weitere Therapiemodglichkeiten

1.5.3.1. postoperative Therapie

Die Indikation zur Pharmakotherapie postoperativ besteht, wenn nach transphenoidaler
oder transkranieller Tumorextirpation oder Verkleinerung der Tumormasse Kkein
ausreichender Abfall des GH zu verzeichnen ist. Auch Rezidive werden so mit
teilweisem Erfolg therapiert. Die medikamentése Therapie kann mit SSA, mit
Dopaminagonisten (DA), mit GH-Rezeptor-Antagonisten oder als Kombinationen der
Medikamentengruppen durchgefihrt werden.

Aufgrund einer deutlich besseren Wirksamkeit von SSA wurden die DA weitgehend
verdrangt (66).

Des Weiteren steht Pegvisomat, ein GH-Rezeptor-Antagonist, zur Verfliigung, welcher
bei 90% der Félle eine Normalisierung der IGF1-Konzentration erreichen kann. Die GH-
Werte bleiben aber hoch und eine Tumorschrumpfung wurde bisher nicht beobachtet
(17,23,67). Die derzeitige Indikation ist die therapierefraktare Akromegalie mit chronisch
erhéhten IGF-1-Konzentrationen (26,67).

Bei Patienten, die zusatzlich einen Diabetes mellitus aufweisen, wird Pegvisomat
verwendet, da bisher keine direkte Beeinflussung der Insulinsekretion beobachtet

wurde.

Eine Strahlentherapie ist eine sekundare Therapieoption (68). Damit kann bei 90% des
Patientenguts eine GH Senkung unter 5 ug/l erreicht werden, ein Effekt auf die IGF-1-
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Konzentration wird nicht erzielt (23,27). Die ,stereotaktische Radiochirurgie® mittels
eines Linearbeschleunigers oder mit dem ,Gamma-Knife*, einer ®’Cobalt-Bestrahlungs-
einheit speziell fur Kopftumore, sind neuere Entwicklungen, welche auch in Langzeit-
studien hohe Remissionsraten zeigen (4,68,69).

Mit diesen Methoden kann vor allem bei invasiv wachsenden, subtotal resezierten
Adenomen eine Kontrolle des GH von etwa 80-90%, bei vertretbaren Nebenwirkungen,
erreicht werden.

Nachteilig an dieser Therapieform ist, dass eine Senkung der GH-Konzentration sehr
langsam erfolgt und die gewlnschten Effekte erst nach mehreren Jahren erreicht
werden (50,70).

Bei der Akromegalie fuhrt keine der gegenwartigen Therapieformen allein zu

ausreichenden Remissionsraten.

1.6. Fragestellung der Arbeit

Das Somatostatinanalogon Octreotid bindet bevorzugt am sst; und in geringerem
Umfang am ssts. Obwohl diese beiden Rezeptor-Subtypen bestédndig in GH-
sezernierenden Adenomen exprimiert werden, kann Octreotid die GH-Sekretion in
lediglich 65% der Patienten mit Akromegalie kontrollieren.

Wahrend einer Therapie mit SSA kommt es bei 38% der Patienten zu einer
signifikanten Tumorvolumenreduktion. Dies ist wahrscheinlich, nach Beurteilung

bisheriger Studien, Uber sst3 und / oder sst, mdglich.

Die molekularen Mechanismen, welche zu einem Verlust der Octreotid-Response bei
einem Drittel der Patienten flhren, sind bisher nur inkomplett verstanden.

- In Anbetracht der aufgefiihrten bisherigen Therapiemdglichkeiten mit SSA stellt
sich die Frage, warum bestimmte Patienten sehr gut auf die medikamentdse
SSA-Therapie ansprechen und andere Patienten keine Reaktion bezlglich
Symptomatik und Laborparameter zeigen.

- Die allenfalls marginalen Vorteile einer praoperativen SSA-Therapie werfen die
Frage nach einem pradiktiven Parameter auf, welcher eine Auswabhl individueller

Patienten ermdglichen kann.
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Wie unterscheiden sich also die Hypophysenadenome von den einzelnen

Patienten mit Akromegalie?

- In Frage kdme der Nachweis einer hohen Dichte an bestimmten Somatostatin-
Rezeptor-Subtypen als mdglicher Pradiktor des Ansprechens auf Octreotid

bezlglich der GH- und der Tumorvolumenabnahme.

- Um diese Frage zu klaren, wurde in dieser Arbeit die Expression der vier in
Hypophysenadenomen vorhandenen Somatostatin-Rezeptor-Subtypen immun-
histochemisch auf Proteinebene mit der standartisierten Avidin-Biotin-
Komplex-Methode an Patienten mit einer vorausgegangenen Langzeit Oct-

Therapie untersucht und mit einer Kontrollgruppe verglichen.

Die Rezeptor-Subtyp-Bestimmung erfolgte anhand zweier Gruppen. Eine Gruppe wurde
mit SSA vorbehandelt. Die Patienten erhielten Octreotiddosen von 300-1500 pg/d.

In der anderen, etwas kleineren Gruppe, wurde Tumorgewebe nach primarer Operation,
das bedeutet ohne medikamentése Vorbehandlung oder anderer, oben genannter,
Therapieoptionen, in Paraffin eingebettet. Diese Gruppe diente als Kontrollgruppe fir

die immunhistochemischen Farbungen.

Von dieser Studie erwarten wir eine Erkenntnis, inwieweit sich die Verteilung der sst-
Subtypen zwischen Patienten mit erfolgreicher Senkung der GH-Konzentration durch
eine praoperative Therapie mit SSA von Patienten ohne medikamentdse SSA-Therapie
unterscheiden.

Einen Zusammenhang zwischen der Tumorvolumenabnahme und der Expression von
sst-Subtypen soll ebenfalls herausgearbeitet und in Bezug zur bisherigen Literatur

gesetzt werden.

17



2. Methodik

2.1. Diagnostische und therapeutische Definitionen

Wie auch in anderen Studien werden alle Tumore, die in keiner Abmessung (Hohe,
Breite, Tiefe) eine GréBe Uber 10 mm zeigen, als Mikroadenome bezeichnet.

Sobald ein Durchmesser gréBer als 10 mm ist, spricht man von einem Makroadenom.
In der vorliegenden Studie gilt fir MI, dass diese innerhalb der Sella turcica liegen und
die Grenzen dieser somit nicht tberschreiten.

Als Basalwerte bei den Hormonbestimmungen werden die Nullwerte des jeweiligen

Tests bezeichnet, welche identisch mit dem Ausgangswert des Hormon-Profils sind.

Von einer Vollremission der Erkrankung Akromegalie spricht man, wenn folgende Werte
erreicht sind: eine supprimierte GH-Konzentration im oGTT unter 1 pg/l und ein IGF-1
im Normalbereich fir das jeweilige Alter und Geschlecht (26).

Die biochemische Ansprache auf die durchgefiihrte Oct-Therapie wurde definiert als ein
Abfall der mittleren GH-Konzentration um mindestens 50% wahrend eines 8h/9-Punkte
Profils.

Ein gleichméaBiger Abfall des Mittelwertes (MW) des GH-Profils von mehr oder gleich
50% wurde definiert als ein Ansprechen auf die medikamentése Therapie. Diese
Patienten werden als GH-Responder (GHR) deklariert, jene, die einen Abfall der GH-
Konzentration < 50% zeigten, sind GH-non-Responder (GHNR).

Eine medikamentds induzierte Tumorverkleinerung ist dann erreicht, wenn das TV um
mindestens 20% gegeniber dem Basalwert, mittels MRT ermittelt, verringert wurde
(71). Diese Patienten werden als Tumor-Volumen-Responder (TVR) bezeichnet.

Die Berechnung des TV erfolgte nach der Formel von Di Chiro und Nelson (71):

Dabei wird immer die langste Ausdehnung des Tumors benutzt.

V — hxIXwxzw
6

V...Volumen

h... HGhe

l... Lange

w...Weite
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MRT Aufnahmen, welche mit T1 gewichteten S1 Sequenzen mit 3 mm Schichten in
coronarer und sagittaler Ebene gefahren wurden, als native Aufnahmen sowie mit
Gadolinum-DTPA (0,1 mMol/kg KG) zur Tumorklassifikation erfolgten basal und nach
medikamentdser Therapie und wurden fir jeden Patienten individuell standardisiert.
Das Enhancement betrug 1,5 Tesla. Die verwendete MRT war ein Magnetom der Firma
Siemens Erlangen aus Deutschland.

Non-Responder (NR) sind all diejenigen Patienten, die keinen oder einen geringeren

Abfall des oben genannten Tumorvolumens zeigen.

2.2. Patientengut
2.2.1. Alter und Geschlecht
Die Untersuchungen der vorliegenden Studie wurden an zwei Patientengruppen

durchgefihrt.

Gruppe A, bestehend aus 14 Patienten, die ausschlieBlich chirurgisch behandelt wurde,
diente als Vergleichsgruppe flr die Immunhistochemie (IHC) der sst-Subtypen.

Gruppe B, bestehend aus 20 Patienten, bekam eine medikamentése praoperative
Therapie mit Oct (Sandostatin ®) Uber einen Zeitraum von drei bis neun Monate.
Gruppe A besteht aus jeweils sieben Frauen und Mannern mit einem mittleren Lebens-
alter bei Diagnosestellung von 48,3 Jahren.

Gruppe B, bestehend aus 12 Frauen und acht Mannern, wies ein mittleres Lebensalter
von 41,8 Jahren auf.

Insgesamt Uberwogen in beiden Gruppen Frauen im Verhaltnis 19/15 (Faktor 1,27).

2.2.2. primér versus sekundér Operierte

Die 14 Personen aus Gruppe A waren Patienten, welche priméar transsphenoidal
operiert wurden. Keiner der Teilnehmer bekam vorher eine medikamentése SSA

Therapie oder wurde anderweitig vorbehandelt.

Das Patientengut aus Gruppe B erhielt Gber unterschiedliche Zeitrdume praoperativ das
SSA Octreotid s.c. Mit einem Mittelwert von 5,6 Monaten (3-9 Monate). Die mediane
Oct-Dosis betrug 1250 pg/d, mit einem Minimum (Min) von 300 pg/d und einem
Maximum (Max) von 1500 ug/d.
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Keiner dieser Patienten erhielt zuséatzlich eine Strahlentherapie oder eine andere
medikamentdse Behandlung bevor er in diese Studie aufgenommen wurde. Direkt nach
der letzten Oct-Injektion am Vorabend wurden die Adenome chirurgisch entfernt und in
Paraffin eingebettet, um daraus spater die Schnitte flir die immunhistochemische
Untersuchung zu fertigen.

Zur GH-Konzentrationsbestimmung wurden in Gruppe B, aufgrund der unter-
schiedlichen Kliniken, trotz identischer Therapieschemen, verschiedene Assays von
den Laboren genutzt. Bei den Patienten 1-15 und 16-20 wurden jeweils gleiche Assays
verwendet, so dass in Gruppe B zwei Untergruppen gebildet wurden (B1 und B2),
welche vergleichbar sind. Daher sind die GH- und die IGF-1-Konzentrationen nur

qualitativ vergleichbar.

Nach der Tumorextirpation wurden alle Patienten innerhalo sechs Wochen &rztlich
gesehen, untersucht und befundet.

2.2.3. AdenomgréBe
Per oben genannter Definition wurde zwischen Ml und MA unterschieden.

Gruppe A wies neun MA und fanf MI auf, wahrend in der medikamentds therapierten
Gruppe 19 MA, darunter ein ,Giant Adenom* mit einem Volumen Gber 10 cm®, und nur
ein Ml zu finden waren.

Die Tumorklassifikation erfolgte anhand der WHO-Klassifikation von 2004.

2.3. Laborwerte der Patienten
2.3.1. Mittelwerte der GH-Konzentration

Die GH-Konzentrationen der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt der Diagnose wurden

kategorisiert als gréBer oder kleiner 5 pg/l. Genauere Werte standen nicht zur

Verfagung.

Die GH-Konzentration in Gruppe B wurde mit Hilfe zweier kommerziell erhaltlicher
Radioimmunoassays bestimmt. Bei der Berechnung der Mittelwerte wird der Standard-
error (SE) angegeben.

Bei der 20 Personen fassenden medikamentés vortherapierten Gruppe lag der GH-
Mittelwert (GH-MW) der Patienten Nummer 1-15 (Gruppe B1) zum Diagnosezeitpunkt,

20



wie aus Tabelle 6.2 des Anhangs zu entnehmen, bei 42,93 + 6,5 pg/l. Bei den anderen
5 Patienten (Gruppe B2), welche mit einem anderen Assay untersucht wurden lag der
GH-MW bei 41,58 + 16,4 ug/l. Der MW der Teilgruppen insgesamt lag bei 42,3 +

9,27 ugl/l.

Ein Patient der Gruppe B1 wies einen basalen GH-Wert von mehr als 100 pg/l

(127, 9 pg/l) auf.

Zum Zeitpunkt der letzten Messung vor der chirurgischen Tumorextirpation lag der GH-
MW in den Teilgruppen bei 9,0 £ 2,4 pg/l (B1=10,05 + 2,3 pg/l, B2 = 7,86 + 2,9 ug/l).
Die héchste hier noch gemessene GH-Konzentration lag bei 33,0 pg/l.

Bei finf von 20 Patienten (25%) zeigte sich vor chirurgischer Therapie ein GH-MW
unter 2,5 ug/l. Dies ist mit einer partiellen Remission gleichzusetzen. Hier fand sich
zusatzlich lediglich bei einem Patienten auch die IGF-1-Konzentration im Normbereich.

2.3.2. Tumorvolumina

Fir Gruppe A lagen keine Tumorvolumina vor, da diese bei primar chirurgischer
Therapie nicht routinemaBig bestimmt wurden.

Zum Zeitpunkt der Diagnose lies sich ein MW von 7595,4 + 1887,1 mm ® in Gruppe B
mittels MRT ermitteln.

Von den fiinf Patienten der Gruppe B2 waren keine Bildgebungen im Archiv verfligbar,
nur die TV-Reduktion flr die spatere Auswertung konnte uns fir diese Studie zur
Verfigung gestellt werden.

In Gruppe B1 fand sich bei einer mannlichen Person ein Héchstwert von 55890,5 mm 2,
das kleinste Volumen einer Patientin lag bei 783,3 mm 2.

Zehn aller medikamentds behandelten Patienten, insgesamt 66,7%, wiesen Volumina
zwischen 3000 und 6000 mm ® auf.

Zur letzten Volumenbestimmung mittels MRT unter medikamentdser Therapie lag der
Mittelwert der 15 Patienten von Gruppe B1 bei 4412,0 + 994,1 mm 3. Der Spitzenwert
bei dem gleichen méannlichen Patienten lag nun bei 27770,3 mm °, der Tiefstwert bei
586,4 mm®.

Ein TV zwischen 3000 und 6000 mm 2 zeigten noch 27% (vier) der Patienten, neun
Patienten wiesen nach der SSA Therapie ein TV unter 3000 mm * auf. Diese Werte sind
alle in Tabelle 6.3 im Anhang ersichtlich.
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2.4. Diagnose der Akromegalie

Die Diagnose der Akromegalie stltzt sich auf die Suppression des GH im oGTT.

Da ein gemessener Einzelwert des Wachstumshormons aufgrund pulsatiler Freisetzung
nicht fir die Diagnose ausreicht, erfolgt die Durchfiihrung des oGTT mit 75 g Glucose.
Dabei wird dem Patienten innerhalb von finf Minuten die Glucoselésung oral
verabreicht. Es schlieBen sich Blutentnahmen zu den Zeitpunkten 0, 30, 60, 90 und 120
min zur Blutzucker- und GH-Konzentratinsbestimmung an. Eine Reduktion des GH auf
einen Nadir unter 1 ng/ml schlieBt eine autonome GH-Produktion aus. Bei Patienten mit
autonomer GH-Sekretion kann es zwar zu einer Teilsuppression des GH kommen, der
oben genannte Nadir-Wert wird jedoch nicht erreicht (4,72,73).

Die pathologisch erhéhte GH-Sekretion fihrt zu einer erhdhten IGF-1-Konzentration
(74).

Tabelle 2.4.1: altersbezogene Normalwerte des IGF-1 in ng/ml (MW + SE)

Alter in|IGF-1-

Jahren Konzentration

20-30 198 (115 — 341)
30-40 188 (109 — 324)
40-50 178 (103 — 307)
50-60 169 (97 — 294)

60-70 161 (91 - 284)

2.5. Zeitraume der Untersuchungen

In Gruppe B erfolgte die Messung basal, das heiBt zum Zeitpunkt der Diagnose-
stellung. Dabei wurden ein GH-Profil, die IGF-1 Messung und ein GH-oGTT
durchgefiihrt sowie magentresonaztomographische Aufnahmen angefertigt.

Weitere Messungen der gleiche Parameter erfolgten unmittelbar praoperativ unter
SSA-Therapie und postoperativ.
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2.6. experimenteller Teil

Das in dieser Studie verwendete Hypophysengewebe stammt von chirurgisch
resezierten Hypophysenadenomen von Akromegaliepatienten. Das in jeder Farbung der
sst-Subtypen zur Kontrolle mitgefiihrte Pankreasgewebe wurde aus humanen Bauch-
speicheldrisen gewonnen. Dies wurde vom pathologischen Institut in Magdeburg zur
Verfigung gestellt.

Um unsere beiden Gruppen direkt bezlglich der Rezeptor-Subtypen vergleichen zu
kénnen, sind die wie folgt beschriebenen Arbeitsschritte notwendig.

2.6.1. Assays fur die Diagnostik

Im Labor wurden zur Hormonbestimmung die folgenden zwei Assays genutzt:

Fir die GH-Bestimmung der Patienten 1-15 von Gruppe B1 der RIA, Sorin, Sallugia,
ltaly, mit einer Internationalen Referenz-Praparation (IRP) von 80/505. Die
Standartkurven dieses Assays liegen zwischen 0,5-50,0 ug/l. Die Intra- und Interassy
Koeffizients-Abweichungen betragen 4,9% und 3,8%.

Fir die Patienten 16-20, Gruppe B2, wurde ein Immunometrischer Assay der Firma
Nichols Institute Diagnostics GmbH, Bad Nauheim, Deutschland verwendet. Dieser
Assay ist ebenfalls fir humanes GH nach internationalem Standart der WHO (80/505)

kalibriert. Intra- und Interassaykoeffizienten lagen bei 5,4% und 7,9%.

Das IGF-1 wurde einerseits (Gruppe B1) mit Hilfe des RIA-CT, Mediagnost, Reutlingen,
Deutschland mit einer Assaysensitivitdt von 0,1 pg/l und einer Intra- und Interassy
Koeffizients-Variation von 7,2% und 8,6% bestimmt. Andererseits wurde in Gruppe B2
der immunometrische Assay, Nichols Institute Diagnostics GmbH, Bad Nauheim,
Deutschland, mit einer Assaysensitivitdt, einer Intra- und Interassy Koeffizients-
Variation von 6 pg/l, 5,2% und 5,7% eingesetzt.

Die altersentsprechenden mittleren Normwerte des IGF-1 zeigen, wie aus Tabelle 2.4.1

ersichtlich, far alle Altersklassen unterschiedlich festgelegte Normalbereiche.
Die Serum-Glucose-Konzentration wurde mit einer Glucose-Oxidase Methode mit dem

Glucose Analyzer |l von Beckmann Instruments, Brea, CA gemessen.

Die Bestimmung der Gbrigen Laborwerte erfolgte durch Standartmessungen.
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2.6.2. Herstellung der Paraffinbldcke

Das chirurgisch enthommene Tumorgewebe der Hypophysenadenome wurde sofort
nach der Operation in 4%igem phosphatgepuffertem Formalin fixiert und nach der
Dehydratation mittels einer Ethanolreihe in Paraffin-Wachs eingebettet (4). So
entstanden Paraffinblécke einer GrdBe von etwa 3 x 2 x 0,3 cm.

Aus diesen Praparaten wurden 5-7 ym dicke Schnitte der Hypophysenadenome mittels
eines Mikrotoms von Leica gewonnen und vor den Farbungen flr diese Arbeit auf
Super Frost / Plus Objekttrager der Firma Menzel (Braunschweig, Deutschland)
aufgetragen.

Als Kontrolle wurde in jeder Farbung normales Hypophysen- und Pankreasgewebe
genutzt, welches nach der operativen Exstirpation analog zum Tumorgewebe fixiert und
in Paraffin eingebettet wurde.

Das Pankreasgewebe stammt von Pankreaskarzinompatienten, bei welchen das
Karzinom im Gesunden reseziert wurde. Aus solchen Operationspraparaten wurden 10-
20 Paraffinblécke angefertigt. Einige davon enthielten Normalgewebe, diese Schnitte
wurden fir die vorliegende immunhistochemische Untersuchung genutzt.

2.6.3. Antikdrpergewinnung und Affinitatsreinigung

Die Peptidsynthesen und die Antiserengewinnung der speziell erzeugten polyklonalen
Primar-Antikérper (AK) vom Immunglobulin G-Typ (IgG) wurden von der Firma
Gramsch Laboratories, Schwabhausen, durchgefiihrt.

Dazu wurden die jeweiligen Peptide, gekoppelt an Hemocyanin, drei- bis sechsmal im
Abstand von drei Wochen in ein Kaninchen injiziert. Nach einigen Wochen wurde dem
immunisierten Kaninchen Blut entnommen und zentrifugiert. Dieses so gewonnene
Serum, jetzt Antiserum, enthalt die gewilinschten polyklonalen Antikérper. Dieses
Antiserum kann direkt verwendet oder wie in unseren Untersuchungen zusatzlich, wie
unten beschrieben, sdulenchromatographisch gereinigt werden (74-76).

Die sst-Subtyp spezifischen Antiseren wurden gegen die carboxyterminale Aminosaure-
Sequenz erzeugt. Die Identitat dieser Peptide ist in Tabelle 2.6.3.1 gezeigt.
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Tabelle 2.6.3.1: Aminosdurensequenz der COOH-terminalen Region des humanen
Somatostatin-Rezeptors

ssty (8357-391) |alksraysvedfgpenlesggvirngtctsrittl*
sstoa (8335-369) | Tddgersdskqdksrinettetgrtlingdlgtsi

ssts (384-418) |gggerppsrvaskeqgllpgeastgeksstmrisyl

)
ssts (354-388) | Kggagcmcepplkcqgealgpepgrkripltrittf
)

ssts (330-364 adateprpdrirgggeatppahraaanglmatskl

*Die Aminosaurensequenzen der Peptide, korrespondierend zum COOH-terminalen
Ende, fir die Immunisierung der Kaninchen zur Antikérperproduktion sind unterstrichen.

Im gewonnenen Serum befanden sich neben den erzeugten Peptidantikdrpern weitere
AK sowie Serumbestandteile, welche die Immunprazipitation oder Immundetektion
beeinflussen konnten. Deshalb wurden die C-terminalen Peptidantikbrper fir die
Prazipitationsstudien mittels einer Affinitatschromatographie saulenchromatographisch
von stérenden Serumbestandteilen getrennt. Das heiBt, dass die Molekulmischung die
Affinitadtschromatographiesaule passierte und dabei diejenigen Moleklle adsorbiert
wurden, die mit dem tragergebundenem Liganden reagieren kdnnten. Nichtgebundene
Molekile wurden ausgewaschen (74).

Um die Molekulbindung zu verbessern, sind in unserer Untersuchung die AK Uber einen
Spacer mit der Matrix verknipft gewesen.

Affinititschromatographie

Fir diese Untersuchung wurde ein kommerziell erhaltliches SulfolLink-Kit der Firma
Pierce, USA verwendet und nach dem Protokoll des Herstellers verfahren.
Das SulfoLink-Kopplungsgel bindet spezifisch die Sulfhydrylgruppe des Antigen-
Peptids, an das sich dann der AK anlagert.

2 ml der SulfoLink-Gelsuspension wurden in die Saule pipettiert und mit 12 ml
Kopplungspuffer equilibriert. AnschlieBend wurden 1-10 mg des reduzierten Peptids,
gemischt in Probenaffinitatspuffer, in die Sdule gegeben und fir 15 min bei Raum-
temperatur (RT) auf dem Schiittler belassen. Ein Auslaufen der Pufferlésung erfolgte
nach weiteren 30 min Inkubation ohne Bewegung. Das Gel wurde mit 6 ml Kopplungs-

puffer gewaschen und die Saule mit 2 ml Cysteinpuffer (Pierce) beschickt.
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Eine Besetzung der nichtspezifischen Bindungsstellen mit dem Cysteinpuffer erfolgte
durch 15minltiges Schuitteln und 30mindtige Inkubation ohne Schitteln. AnschlieBend
wurde die Saule mit 16 ml Waschpuffer (Pierce) und mit 16 ml 0,05% Natriumazid
(Sigma) gewaschen.

Bevor das Antiserum auf das Gel appliziert wurde, erfolgte eine Equilibrierung der Saule
mit 6 ml Phosphat-Buffered Saline (PBS). Das Gel wurde 1 h bei RT inkubiert, nachdem
1 ml des Serums vollstandig in das Gel eingezogen war. Nach erneuter Waschung mit
16 ml PBS, erfolgte die Elution der gereinigten AK mit 8 ml Eluierungspuffer (Pierce). Es
wurden jeweils Fraktionen von 1 ml aufgefangen und mit 50 ul 1 M Tris-HCI (pH 9,5)
neutralisiert.

Der Proteingehalt der einzelnen Fraktionen wurde im Spektrometer bei einer
Wellenldnge von 280 nm bestimmt, die Proben mit den héchsten Protein- bzw. 1gG-
Konzentrationen wurden in PBS Uber Nacht bei 4°C dialysiert und aliquotiert bei -20°C
eingefroren.

Um das Gel von den noch vorhandenen Proteinspuren zu reinigen, wurde die Saule
erneut mit 16 ml PBS gewaschen und mit 1 M Natriumchloridlésung, die 0,05%
Natriumazid zur Konservierung enthielt, equilibriert. Das Gel wurde in dieser Lésung bis
zum nachsten Gebrauch bei 4 °C aufrecht gelagert.

Der Titer und die Spezifitdt der affinitatsgereinigten Antiseren wurden durch eine
schnelle und empfindliche Analyse, das Dot-Blot-Verfahren mit Hilfe der Peptide, gegen
die die AK erzeugt worden sind, Uberprift. Dabei wurden die Peptide direkt mit Hilfe
einer kleinen Kammer auf die Nitrozellulose aufgetragen und anschlieBend geblottet.
FOr Adsorptionskontrollen der AK wurden Antiseren mit 10 pg/ml ihres konjugierenden
Peptids flir zwei Stunden bei RT preinkubiert. Die Charakterisierung der C-terminalen
anti-sstoa- und der humanen anti-sstz-Antiseren erfolgte nach Schulz et al. 1998 und
2000 (77,78).

Immunzytochemie

Plasmide, welche die humanen Rezeptor-Subtypen 1, 2A, 3 und 5 kodieren, erhielten
wir von www.cdna.org (UMR cDNA Resource Center, Rolla, MO). Menschliche

embryonale Nierenzellen 293 (HEK-293) wurden transferiert und Uber Nacht auf
Deckglaschen gezichtet. AnschlieBend wurden diese Zellen fixiert und mit 1 pg/ml anti-
ssty {9498}, anti-sstop {0786}, anti-sst; {4823} oder anti-ssts {0917} Antikdrpern, gefolgt
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von Cyanin 3.18-konjugierten Sekundar-AK (Amersham, Braunschweig, Deutschland)
inkubiert.

Die Proben wurden auf Objekttrager befestigt und mit einem TCS-NT Laser-Konfokal-
Mikroskop der Firma Leica betrachtet (77,78).

2.6.4. Western Blot Analyse

Western Blot Verfahren werden zur Bestimmung kleiner Mengen eines bestimmten
Proteins in Zellen aus Gewebelysaten genutzt (74-76). Nach Auftrennung der Proteine,
abhangig von ihrer GréBe, im elektrischen Feld werden sie auf eine Membran
transferiert und dadurch immobilisiert. Auf der Membran erfolgt der Nachweis des
Proteins mittels eines spezifischen AK. Der gebundene erste Antikérper wird durch
einen zugegebenen zweiten AK, der entweder radioaktiv markiert oder wie in dieser

Untersuchung an das Enzym Peroxidase gekoppelt ist, detektiert.

Die verwendeten Gewebe wurden sowohl von den transferrierten HEK-293-Zellen, als
auch von frischem Tumorgewebe prapariert.

Primar wurde das Gewebe in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C
gelagert. AnschlieBend erfolgte die Homogenisierung dieser Gewebe.

Dazu wurden diese in Homogenisationspuffer verbracht (5 mM EDTA, 3 mM EGTA, 250
mM Sucrose und 10 mM Tris-HCL [pH 7,6] aus 1 mM Phenylmethylsulfonyl-fluorid, 1
MM Pepstatin, 10 pg/ml Leupeptin, 2 pg/ml Aprotinin). Durch Zentrifugation des
Homogenats bei 500 x g flir 5 min und 4°C wurden ungebrochene Zellen und Zellkerne
entfernt. Es folgte eine Zentrifugation bei 20.000 x g fir 30 min bei 4°C und eine
Auflésung der Membranen in Lysis-Puffer (150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 3 mM EGTA
und 20 mM HEPES [ph 7,4] aus 4 mg/ml Dodecyl-B-Maltose und Proteinaseinhibitor).

Proteinbestimmung

Die Proteine wurden mit Hilfe der BCA Methode (Bicinchoninséure) laut Anweisung der
Hersteller (Pierce, Rockford, IL) bestimmt. Dieses indirekte Verfahren beruht auf der
Reduktion von zweiwertigem zu einwertigem Kupfer durch das reduzierende Potential
von Peptidbindungen. Die Bicinchoninsaure bildet dabei spezifisch mit dem
zweiwertigen Kupfer einen Farbkomplex, der sein Absorbtionsmaximum bei 562 nm hat.

Dies ermdglicht einen sensitiven, kolorimetrischen Nachweis von Proteinen.
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Die Intensitat des Farbkomplexes wurde spektralphotometrisch gegen einen Blindwert
gemessen und die Proteinkonzentrationen aus der Standardkurve, die zuvor mit einem

Standard aus Rinderserumalbumin (BSA) angelegt wurde, errechnet.

Isolierung der Glykoproteine mittels WGA

Nach Homogenisierung der Gewebe erfolgt eine Inkubation fir 90 min mit 150 pl
Weizen-Keim-Lecithin-Agarose von Vector Laboratories bei 4°C und eine Waschung in
Lysierungspuffer. Adsorbierte Glykoproteine wurden mit Natrium-Sulfat-Puffer wahrend
einer Inkubation von 60 min bei 37 °C herausgelést.

Die meisten Membranproteine besitzen viele Glykosilierungsstellen, an welche die
Weizenkeim-Sepharose-Kigelchen (WGA) binden kénnen. Zu 100 pl Weizenkeim-
agglutinin, das an Agarosekigelchen gekoppelt ist, wurden 1 ml Lysat-Detergenz-Puffer
zugegeben. Es folgte eine Inkubation bei 4°C fur zwei Stunden auf dem Schttler. Die
Klgelchen mit den adsorbierten Glykoproteinen wurden nach kurzem Zentrifugieren bei
14.000 X g sedimentiert und finfmal mit kaltem Detergenz-Puffer gewaschen. Die
gereinigten Proteine wurden in 100 pl Sodiumdodecylsulfat (SDS) -Probenpuffer und
zusatzliches Erhitzen fir 20 min bei 60°C von den Kigelchen geldst. Danach folgte, wie

nachfolgend beschrieben, die Auftrennung und Antikérpermarkierung der Proteine (78).

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Gewebeproben wurden zunachst einer 8%igen SDS-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese in einem Tris-HCI-Glycin-Puffersystem mit Hilfe des "Protean Il
Elektrophoresesystems" der Firma Biorad unterworfen.

Das SDS bildet einen negativ geladenen SDS-Proteinkomplex mit konstantem
Ladungs-Masse-Verhaltnis. Die Bildung der Quartarstruktur der Proteine ist dadurch
unterbunden, sodass die Komplexe im elektrischen Feld zum Pluspol wandern. Dabei
trennt der Siebeffekt eines porésen Polyacrylamidgels die SDS-Protein-Komplexe nach
ihrem Radius, und damit nach ihrem Molekulargewicht, auf.

Diese Methode ermdglicht hohe Auflésungen und Bandenschéarfen der einzelnen
Proteine. Vor dem Auftragen werden die Proben in einem SDS-haltigem Puffer erhitzt.
Nachdem das anionische Detergenz SDS das geladen vorliegende Protein umbhiillte,
war eine Trennung nach dem Molekulargewicht méglich.

Es wurden Gele mit unterschiedlichen Acrylamid-Konzentrationen verwendet, da somit

die zu untersuchenden Proteine in unterschiedlichen Molekularbereichen getrennt
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werden konnten. Fir die elektrophoretische Trennung der sst-Subtypen wurden
Trenngele mit einem 6; 7,5 oder 8%igem Acrylamid-Gehalt verwendet. Die Sammelgele
waren flr alle Anwendungen gleich.

Jeweils gleiche Proteinmengen (ca. 100 ul) der Proben in SDS-Probenpuffer (62,5 mM
Tris-HCI, pH 6,8, 2% SDS, 20% Glycerol, 100 mM DL-Dithiothreitol, 0,005% Brom-
phenolblau) wurden in die Vertiefungen der Sammelgels pipettiert. Zuséatzlich zu den
Proben wurde auf jedes Gel der Molekulargewichts-Standard ,Precision Protein
Standards®, ,BioRad“, ,Roti-Mark® der Firma Roth aufgetragen, welcher definierte
Banden zwischen 10 und 200 kDa anzeigte.

Die Elektrophorese des 1,5 cm dicken 14 cm Gels wurde Uber Nacht bei einer
Stromstarke zwischen 8 und 10 mA durchgefihrt, bis die bromphenolblaue Lauffront
das untere Ende des Trenngels erreicht hatte (79).

AbschlieBend erfolgte eine Trennung des Gels von den Glasplatten und eine Einlage
dieses Gels in Anodenlésung | (0,3 M Tris, 20% Methanol).

Ubertragung der Proteine auf Nitrozellulosemembranen

Nach der elektrischen Auftrennung der Proben in der Anodenlésung wurden die
Proteine aus der Gelmatrix des Trenngels auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen
und dort immobilisiert. Die Ubertragung erfolgte durch das Halbtrocken-Blotverfahren,
wobei Gel und immobilisierende Membran zwischen, zuvor in Transferpuffer, getrankte
Filterpapiere gelegt wurden, die direkten Kontakt zu zwei horizontalen Graphitplatten-
Elektroden hatten (80).

Auf die Anode der Blotting-Apparatur wurden auf drei Lagen in Anodenlésung |
getranktes Filterpapier zuerst die Nitrozellulosemembran (zuvor 30 min in Anoden-
l6sung | eingelegt) und dann das Gel aufgebracht, auf das anschlieBend sechs Lagen in
Anodenldsung Il (25 mM Tris, 20% Methanol) getrénkte Filterpapiere und neun in
Katodenlésung (40 mM 6-Aminocapronsaure, 20% Methanol) getrankte Filterpapiere
Ubereinander gelegt wurden.

Beim Aufbau des Blotstapels wurden Luftblasen mit Hilfe eines Handrollers
herausgewalzt. Auf die obere Schicht wurde die Kathode der Apparatur aufgesetzt und
die Stromversorgung eingerichtet.

Die Transferzeit, die abhangig von der PorengrdéBe des Gels und des Proteingehaltes
ist, betrug ca. 2 h und die angelegte Stromstarke, abhangig von der GelgréBe, wurde
wie folgt errechnet:
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Betriebsstromstarke [mA] = Flache des Gels [cm?] x 0,85 [mA].

Folgend wurde zur Anfarbung der Proteine des Molekulargewichts-Standards die Nitro-
zellulosemembran aus der Blotapparatur entnommen und in eine Lésung, die 0,5%
PonceauS (Sigma, Steinheim) und 1% Eisessig enthielt, fir 10 min eingelegt.

Die Markierung der angefarbten Banden erfolgte mit einem Kugelschreiber.

Um die freien Bindungsstellen der Nitrozellulosemembran zu blockieren folgte eine
Inkubation fir ca. 2 h in einer Lésung aus 5% fettfreiem Milchpulver in PBS-T
(Phosphat-Buffered Saline (PBS), pH 7,4, 0,1% Tween). AnschlieBend wurde die
Membran grindlich mit PBS-T gewaschen und mit der AK-Lésung in PBS-T Uber Nacht
bei 4 °C inkubiert.

Nach abschlieBendem 30minltigem Waschen in PBS-T wurde fir 2 h der sekundare
AK, der an Meerrettichperoxidase gekoppelt ist, zugegeben, und der Komplex mit dem
verstarkten Chemilumineszenz-System detektiert.

Detektion der Antigen-Antikdrper-Komplexe

Far die Detektion der AG-AK-Komplexe mit dem verstarkten Chemilumineszenz-System
im Immunoblot wurden kommerziell erhaltliche Detektionslésungen der Firma
Amersham verwendet. Zuerst wurden die Proteine gebunden und mit AK detektiert. Der
Nachweis des Primar-AK erfolgte mit einem peroxidase-markierten Sekundar-
antikérper. Diese Peroxidase verarbeitet Luminol, welches in der L6sung enthalten ist.
Dadurch wird bei der Oxidation mit dem Wasserstoffperoxid der zugegebenen Lésung
eine Chemilumineszenz entwickelt. In der zweiten Lésung befindet sich neben dem
Substrat der Meerrettichperoxidase, dem Wasserstoffperoxid, eine Verstarkersubstanz
(Amersham Geheimnis), die eine starkere und langer anhaltende Chemilumineszenz
bewirkt. Dieses entstehende Licht kann mittels Réntgenfilm nachgewiesen werden.

Es folgte eine 1-2mindtige Inkubation der Nitrozellulosemembran mit einem 1:1-
Gemisch der beiden Detektionslésungen. Die bei dieser ablaufenden Reaktion
entstandene Lumineszenz wurde anschlieBend auf enhanced-chemilumineszenz-
empfindlichen (ECL) Filmen sichtbar gemacht.

Die Blots wurden mit den jeweiligen affinitatsgereinigten Antikbrpern anti-ssty {9498},
anti-sstoa {0786}, anti-sst; {4823} und anti-ssts {0917} in einer Konzentration von

1 pug/ml bei 4°C Uber Nacht inkubiert.
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2.6.5. Immunhistochemische Bestimmung von Somatostatinrezeptorsuptypen

Von den bisher bekannten flnf sst-Subtypen wurden in dieser Studie alle auBer sst4
untersucht, da bereits 1995 von Miller et al. aufgrund eigener Erkenntnisse und
Literaturrecherchen beschrieben wurde, dass dieser Subtyp nicht in menschlichen
Hypophysenadenomen zu detektieren ist (47).

Die Bestimmung der verschiedenen Subtypen erfolgte nach einem Schema, das
speziell fir die sst-Subtyp-Bestimmung in Magdeburg entwickelt wurde.

Es wurden 7 um dicke Paraffinscheiben geschnitten und auf Objekttrager, fir die
folgend beschriebene immunhostochemische Untersuchung, aufgebracht.

Dieses Verfahren gliedert sich in einen zweitdgigen Ablauf pro Experiment, d. h. pro
Rezeptor-Subtyp.

Zur Entfettung / Entparaffinisierung wurden die gefertigten Schnitte 3 x 5 min in
Rotihistolldsung (Roth) gestellt und anschlieBend in eine absteigende Alkoholreihe
(100%, 90%, 80%, 70% jeweils fur finf Minuten) verbracht. Dies diente dazu Wasser in
die Zellen der Paraffinschnitte zu bringen, um die Zellkerne nach der Farbung besser
identifizieren zu kénnen.

Um eine Bindung der spater zugegebenen AK zu ermdglichen, missen die Zell-
membranen semipermeabel gemacht werden. Hierfir erfolgte eine 30minltige
Behandlung in einer Lésung aus 250 ml Methanol (J.T. Baker) und 2,5 ml 30%
Wasserstoffperoxid (H20;). Das H»O, wird genutzt, um die in den Geweben vorhandene
Peroxidase funktionsunfédhig zu machen, damit im letzten Reaktionsschritt eine
Peroxidase zum Sichtbarmachen der Farbreaktion verwendet werden kann und somit
eine spezifischere Bindung dieser Peroxidase ermdglicht wird.

Um Alkoholreste zu entfernen wurden die Objekttrager flr 10 min in eine Waschlésung,
die Trisphosphate buffered saline (TPBS) - Lésung (Tris und NaCl (Roth)), mit einem
pH von 7,4 gestellt. AnschlieBend wurden die Objekttrager mit einem 10 mM
Citratpuffer, pH 6,0, aus Citronensaure, Natriumcitrat und Aqua dest. mehrmals in der
Mikrowelle zum Kochen gebracht und bei RT abgekiihlt.

Damit die spater zugefligten AK gut in die Gewebe diffundieren kénnen, wurden die
Schnitte dreimal mit je 4minltiger Pause gekocht (8, 4’, 4’). Es folgt eine Abklihlphase

von etwa 20 min.
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Nach erneuter Waschung in TPBS wurden die Objekttrager in entsprechende
Halterungen eingespannt und um alle Alkohol-, lonen- und Pufferreste zu entfernen
erneut gewaschen.

Eine 1stindige Inkubation bei RT in der feuchten Kammer mit 2 X 200 ul Blocklésung
(TPBS, NGS 3%) der Firma Gibco bewirkt eine Besetzung der unspezifischen
Bindungsstellen an dem Tumorgewebe und eine bessere folgende AK-Perpermeabilitat.
In der feuchten Kammer wurden den Schnitten jeweils 2 pl/ml der affinitatsgereinigten
Primarantikdrper anti-ssty (9498), anti-sstoa (0786), anti-ssts (4823) und anti-ssts (0917)
in TPBS mit 1% normal goat serum (NGS) zugegeben - je nachdem, welcher sst be-
stimmt wurde. Eine Bindung erfolgt wahrend einer Inkubation Uber circa 24h bei 4°C. In

diesem Experiment erfolgte die Inkubation immer Gber Nacht, d.h. tGber 16-20 Stunden.

Am zweiten Experimentiertag erfolgte priméar eine 4malige TPBS-Waschung (a 5 min)
um Uberschissigen Priméar-AK zu entfernen.

200 pl des biotinylierten Sekundarantikdrpers der Firma Vector-Laboratories wurden in
einer Verdliinnung von 1:200 zugegeben und 1 Stunde mit den Objekttragern inkubiert.
Die Sekundar-AK, welche direkt an die Primar-AK binden sind am C-terminalen Ende
mit Biotin konjugiert, welches fir weitere Reaktionskomponenten dient.

Nach erneuter Waschung wurde den Schnitten 200 pl ABC-Elite-Lésung (Linaris) zur
Farbung der AK-Kaskade zugegeben. Wahrend der Inkubationszeit von einer Stunde
erfolgte durch diesen Komplex, welcher direkt an den Sekundar-AK bindet, eine
Signalverstarkung.

Die Abklrzung ABC beschreibt den Meerettichperoxidase konjugierten Avidin-Biotin-
Komplex. Die einzelnen Reaktionskomponenten des ABC-Kit sind das EiweiB-
glykoprotein Avidin (A) und das mit dem Vitamin Biotin (B) konjugierte Enzym
Meerettichperoxidase (P). DreiBig Minuten vor Beginn der ABC-Reaktion wurden die bei
4°C aufbewahrten Stammlésungen der Komponenten A und B des ,ABC-Elite-Kit“ von
Vector Laboratories laut Herstellerangaben zusammengefligt, wobei sich drei Molekiile
des Meeretichperoxidase konjugierten Biotins mit einem Avidin verbanden. Das
Verhéltnis der Komponenten war so bestimmt, dass nicht alle Bindungsstellen am
Avidin durch Biotin besetzt sind. Wahrend der anschlieBenden Inkubation der Schnitte
in der ABC-L&6sung, fur eine Stunde bei RT, wurden freie Bindungsstellen des Avidins

durch die am sekundaren AK gebundenen Biotinmolekile besetzt.
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Zur Antikdrper-ABC-Bindungskaskade ist zu erganzen, dass der primare Antikdrper
spezifisch am Antigen bindet, der biotinylierte sekundare AK erkennt wiederum
spezifisch das Fc-Fragment des primadren AK. Der Sekundarantikbrper war biotiny-
liertes Ziegen-Anti-Kaninchen IgG. Der Meerettichperoxidase konjugierte Avidin-Biotin-
Komplex bindet im letzten Schritt Gber das Biotin am Sekundarantikdrper.

Im Versuchsprotokoll schloss sich nach der Inkubation mit dem sekundaren AK ein
Waschgang in TPBS an, um nicht gebundene sekundare Ak aus dem Gewebe zu
entfernen. Die Schnitte wurden in Klvetten Gberfihrt und die Diaminobenzidin (DAB)—
Reaktion zur Gewebefarbung durchgefihrt.

Dazu wurden 3 DAB-Tabletten in 60 ml Tris-HCI aufgeldst. Zu dieser Lé6sung wurden

60 ul Glucose-Oxidase und 600 ul B-D Glucose zugegeben (3,3-Diamonobenzidin-
Glucose-Oxidase). Die mit Folie abgedeckte Klvette wurde 15 min auf dem Schiittler
belassen. Grundsatzlich wird bei der DAB-Reaktion durch eine Peroxidase das
zunachst farblose Chromogen-3,3"-Diaminobenzidin durch einen Oxidationsprozess in
ein braunliches Produkt umgewandelt, welches zu einer braunlichen Farbung des
Zellgewebes fihrt.

Nach einer 10minttigen Waschung erfolgt die Hamatoxylin-Farbung um die Zellkerne
blau gegen zu farben. Dabei wurden die Objekttrager jeweils 30 Sekunden in
Hamatoxylin getaucht und anschlieBend durch Aqua dest. und einer Lésung aus einem
1%igem HCL-Alkohol-Gemisch (150 ml 96% Alc, 1,5 ml 37% HCL) gezogen und mit
TPBS gewaschen.

Zur Entwasserung der Gewebe wurden die Objekitrager in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70%, 80%, 95%, 100%, 100%) jeweils 5 min belassen. Es folgte eine
abschlieBende Entfettung in Rotihistol (Roth) fir 2 x 5 min.

Diese beiden zuletzt beschriebenen Schritte dienen zur Sauberung der Gewebe flir eine
bessere Beurteilung unter dem Mikroskop.

Letzter Schritt des Experiments ist das Eindeckeln der Objekttrager mittels DPX-
EinschluBmittel (Fluka, Deisenhofen, Deutschland), dem eine letzte Trocknungsphase
folgt. Die Objekttrager mit der spezifischen Farbung wurden unter dem Mikroskop
betrachtet und die Rezeptor-Subtypen bestimmt.
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Zur Auswertung der Farbungen nutzten wir das Mikroskop Axiovert 135 von Zeiss mit
Immersionsdl (Zeiss) und einer VergrdoBerung von 10 x 40 oder 10 x 63.

Um die Bilder zu dokumentieren wurde eine SV Mikro Kamera verwendet. Im
Bildbearbeitungsprogramm ,Photoshop” wurden die Bilder bearbeitet.

Alle Gewebe wurden von demselben Untersucher beurteilt. Das Vorhandensein oder
das Fehlen, sowie die Tiefe der Farbung wurde notiert. Ebenso die Anzahl der Zellen,
welche eine positive Farbreaktion zeigten und ob die Farbung an der Plasmamembran
lokalisiert war oder eher im Zytosol. Als Auswertungskriterium wurde festgelegt, dass
nur jene Tumoren als positiv bezeichnet werden, die eine moderate Farbung streng an
die Plasmamembran und / oder das Zytosol in mehr als 50% der Tumorzellen zeigen.
Diese Zellen sollen leicht mit einem kleinen Objektiv sichtbar sein. In anderen Féllen,
wurden die Tumoren als negativ fir den jeweiligen sst-Subtyp bezeichnet.

2.6.6. Kontrollen der Immunhistochemie

Um zu zeigen, dass unser laborchemisches Verfahren spezifisch und sensitiv ist,
wurden zum Ausschluss von Kreuzreaktionen zwischen den Rezeptorsubtypen
verschiedene Verfahren angewendet.

Immunoblot-Analysen zeigen, dass Kreuzreaktionen ausgeschlossen sind. FUr immun-
histochemische Kontrollen wurde der Primar-AK weggelassen und durch Preimmun-
Serum ersetzt oder es erfolgte eine Adsorption mit verschiedenen Konzentrationen von
1 bis 10 pug/ml homologer oder heterologer Peptide flir zwei Stunden bei RT. Normales
humanes Pankreas- und Hypophysengewebe wurde in jedem Versuch als
Positivkontrolle mitgefihrt, da in normalem Pankreasgewebe auch alle sst-Subtypen
detektierbar sind. Auch diese wurden mit dem jeweils spezifischen AK beladen und die
Verteilung der Rezeptoren an der Membran oder im Zytoplasma kontrolliert.
Westernblot-Analysen, wie oben beschrieben, welche sowohl mit dem Hypophysen-
adenomgewebe als auch mit normalen Hypophysen durchgefiihrt wurden, zeigten, dass
die Proteine von spezifischen AK erkannt werden und sich jeweils identische Banden
fir Zellen mit dem gleichen sst-Subtyp am erwarteten Molekulargewicht detektieren
lassen.

Die Spezifitdt der Antiseren wurde mittels immunfluoreszierenden Farbungen von

transferierten HEK-293 Zellen tUiberwacht.
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Um genauere Angaben Uber die Spezifitdt zu erhalten, wurden nach AbschluB3 der
Experimente Peptidgegenfarbungen durchgefiihrt.

Dabei wurden alle AK mit Antiseren aus homologen und heterologen Antigenpeptiden
(6,25-100 pg/ml Antiserum) auf Preadsorption getestet.

Die mitgefiihrten Gewebe von Pankreasinseln und normalen Hypophysen zeigten die

Spezifitdt der verwendeten AK.

Mit dieser immunhistochemischen Methode wurde schon vielfaltig in der Literatur
beschrieben, dass die Antiseren effektiv die sst in humanen Brust- und Ovarialtumoren,
in  Meningeomen, in Karzinoiden, Gastrinomen, Insulinomen und in normalem

Pankreasgewebe detektieren (77,78,81).

2.7. Statistik

Die Analyse der Daten erfolgte unter Nutzung der SAS statistical program package
(SAS Institute, Cary, NC).

Bei normal verteilten Daten wurden der Mittelwert und die mittlere Standardabweichung
(SE) genutzt, andernfalls wurden Mediane (Median, Min, Max) berechnet. Die
Normalverteilung der Daten wurde mittels des Shapiro-Wilks W-Tests Uberpriift.
Nichtparametrische Statistik wurde mit Hilfe des CHi-Tests kalkuliert. Bei N<7 erfolgte
die Analyse mit Hilfe des Fisher Exakt-Tests.

Um Vergleiche zwischen beiden Gruppen zu ziehen, wurde der Mann-Whitney U-Test
genutzt. Wenn sich dabei ein Wert kleiner oder gleich 20 ergab wurde der Wert 2 x p,
mit p gleich eins minus die kumulative Wahrscheinlichkeit der U-Statistik, kalkuliert.
Diese Limitation flhrt in der Regel zu einer kleinen Unterschatzung der statistischen
Signifikanz.

Die Signifikanz von Unterschieden fiir gepaarte Werte zwischen den beiden Gruppen
wurde mittels Wilcoxon’s Signed Rank Test ermittelt. Korrelationen erfolgten unter
Nutzung des Spearman Rank Tests. Die Signifikanzniveau wurden definiert als p<0,05.
Gruppenmittelwerte wurden unter Nutzung des individuellen Wertes, des Mittelwertes

oder unter Nutzung des Integralverfahrens ,Area under the curve® berechnet.
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Die Daten wurden in einer Datenbank auf der Basis von MS Access (2003)
kompiliert. Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistik-Software STATISTIKA
6.0 (Statsoft Inc, Tulsa, OK, USA).

Die schriftliche Einverstandniserklarung der Patienten der praoperativen Therapie-
gruppe erfolgte nach Aufklarung dieser.

Die Studie wurde unter Beachtung der Kriterien der Deklaration von Helsinki, 1983

Uberarbeitet, durchgefihrt. Das Studienprotokoll wurde vom Ethik-Komitee des

Institutes bewilligt.
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3. Ergebnisse

3.1. GH Suppression

Vor der Darstellung der Ergebnisse soll festgehalten werden, dass fir die GH-
Bestimmung der Gruppe B1 immer der gleiche Assay verwendet wurde und somit ein
direkter Vergleich dieser Patienten méglich war. Fir die Patientengruppe B2 wurde ein
anderer Assay verwendet, so dass man lediglich Prozente und keine absoluten Werte
dieser beiden Teilkollektive angeben und vergleichen kann.

FiOr die Diagnosestellung und die Beurteilung des Therapieerfolges wurde das als
Standard anerkannte und im Konsensusbericht von Guistina et al. 2000
niedergeschriebene Kriterium des GH-Nadirs <1,0 pg/l im oGTT verwendet (26).

Durch die medikamentése Behandlung mit Octreotid fiel die GH-Konzentration vor
chirurgischer Tumorextirpation bei allen Patienten ab.

Vor der medikamentésen Therapie lag der Median der GH-Konzentration fir die
Gruppen B1 und B2 bei 32,4 pg/l (3,7/ 127,9 pg/l) und 27,4 ug/l (7,3 / 92,3 ug/l).

Unter Therapie konnte eine Reduktion der GH-Konzentration auf einen Median von

6,1 ug/l (0,7 /33 ug/l) und 4,3 ug/l (1,27 / 15,8 ug/l) gezeigt werden.

Diese Daten sind in Tabelle 6.2 im Anhang veranschaulicht.

Eine signifikante Reduktion, p<0,05, der GH-Konzentration zeigte sich, aus Tabelle
3.1.1 zu entnehmen, bei 67,6% * 5,8% (n=20).

Tab.3.1.1: Somatostatin-Rezeptor-Subtypen-Status und Octreotid-Suppression

Hypophysenadenome Tumor- |GH Somatostatin-
nach: wachstum|SuppressionRezeptor-Status (%)
(%) (%) sst1 [sst2 |sst3 |ssth
Primarer Tumorresektion (n=12) - - 83 [100 25 |92
Langzeit-Oct-Therapie (n=20) -31,5 67,6 84 |65 21 85
Responder (n=14) -35,5 81,3 85 93 23 93
Partial/Non-Responder (n=6) |-22,2 35,7 83 [0 17 167
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Bei den 14 Patienten der Therapiegruppe, welche per oben genannter Definition als
Responder, mit einem GH-Abfall von mehr als 50%, eingestuft wurden, lies sich das GH
um -81% = 3,6% supprimieren, wahrend bei den sechs GHNR lediglich ein Abfall um
35,7% + 7,1% zu verzeichnen war (Tab. 3.1.1 und 3.1.2).

Der GH-Abfall war signifikant héher bei den GHR im Vergleich zu den GHNR
(p<0,0001).

GHR und GHNR waren nicht signifikant verschieden im Hinblick auf Alter, Geschlecht,
Dauer der Oct-Therapie, GH-Konzentration basal und nach SSA-Therapie, Prozente
der Tumorvolumenreduktion oder die Anzahl der Volumenresponder.

In dieser Studie waren alle GHNR negativ fur sstoa, wahrend 13 der 14 GHR positiv fir
diesen sst-Subtyp waren (p<0,0001).

Die GH-Response auf Oct korreliert mit der Expression von sstza (p=0,002).

Keiner der anderen Parameter, z.B. die GH-Konzentration vor oder wahrend der Oct-
Therapie, die Dauer dieser Therapie oder die Volumenansprache korrelierten mit der
Expression von sstoa. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen GHR und
GHNR fir das Vorhandensein von ssty, sstoa, Sstz oder ssts demonstriert werden.

Die Medianwerte des GH bei den 14 R fielen in unseren Untersuchungen signifikant, mit
einem p kleiner 0,001, auf 19% der basalen Konzentrationen.

Der basale Median des GH-Profils aller R lag bei 48,1 pg/l (3,7-127,9 ug/l). Nach der
Therapie mit Oct zeigte sich eine GH-Konzentration der R im Profil von 4,1 (0,7 / 30,9)
ug/l, siehe hierzu Tabelle 3.1.2.

Tabelle 3.1.2: GH-Konzentrationen fiir Gruppe B im Studienverlauf

GH basal GH nach Therapie GH-Abfall GH-Abfall p-Wert
(Hg/l) (Hg/l) (Hg/l) (%)
Responder 51,7 (3,7/27,9) | 7,4 (0,9/30,9) 44,3 81,3 p<0,001
Non-
Responder 21,3(8,4/37,8) |14,5(4,3/33,0) 6,9 35,7 p>0,043

Die Angaben erfolgen als Median (Min / Max). Die p-Werte sind fir den Verlauf angegeben.

Die Abbildung 3.1.1 zeigt den individuellen Abfall der GH-Konzentration im Profil der 20
Patienten aus Gruppe B:
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Abbildung 3.1.1: individuelle Mittelwerte des GH-Profils
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Abfall der GH-Werte nach Oct-Therapie, gezeigt sind die MW im GH-Profil, n=20

— Basalwert ¢ nach Oct-Therapie

Ausflhrliche Daten zu den GH-Konzentrationen und zum GH-Abfall des

Einzelpatienten sind in Tabelle 6.2 im Anhang wider gegeben.

3.2. Tumorvolumenreduktion

Insgesamt war in der vortherapierten Gruppe eine Volumenminderung von -31,5%
anhand der MRT-Auswertungen ermittelbar.

Ein Tumorvolumenabfall von mehr als 20% war bei 12/20 Patienten ersichtlich, wahrend

8 Patienten als Tumorvolumen-Non-Responder klassifiziert wurden.

Ebenfalls aus Tabelle 3.1.1 ersichtlich, fiel bei den 12 R das TV signifikant um 35,5%,
bei den NR lediglich um 22,2%. Bei diesen Patienten korreliert die GHR positiv mit sst;.
Bei der Berechnung ergab sich ein Chi®-Test von 15.9 und ein p<0,0002.

Der gréBte Tumorvolumenabfall wurde mit -91% bei einem 25 jahrigen mannlichen
Patienten erreicht.
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In unserer Studie war unter der SSA-Therapie auch eine Tumorvolumenzunahme von
+1% und +19% zu verzeichnen. Es handelte sich dabei um zwei weibliche Patienten
(Tabelle 6.3).

Bei den acht Mannern der Gruppe B zeigte sich im Mittel ein gréBerer TV-Abfall als bei
den 12 Frauen (50% versus 23%).

Der Volumenabfall war signifikant héher bei den TVR im Vergleich zu den TVNR. Von
den 12 R betrug die TVR im Mittel -49,7 + 6,9%, bei den acht TVNR betrug sie

-4,3 + 3,9%, mit einem p<0,0001.

Volumenresponder und TVNR waren nicht signifikant verschieden in Bezug auf Alter,
Geschlecht, TumorgréBe vor Therapie, Dauer der Oct-Therapie, Prozent der GH-
Reduktion oder der Anzahl der GH-Responder.

Hingegen waren diese Tumore signifikant verschieden in der Expression des sst;. Bei
allen Patienten, welche eine signifikante TVR zeigten, konnte sst; nicht nachgewiesen
werden (TVR: sstz 0/12), wahrend 50% der Patienten ohne TVR Positivitat flr die
Farbung des sst; zeigten (TVNR: sst3 4/8).

Die Expression dieses Subtyps war negativ korreliert mit der TVR auf Oct, mit einem
p<0,02.

Keiner der anderen Parameter, z.B. die Wachstumshormonansprache auf Oct, die
Dauer der Therapie oder das Volumen vor der Therapie korrelierten mit der Expression
von sst3. Es konnten keine signifikanten Unterschiede fir das Vorhandensein von sstj,
sstoa 0der ssts in Bezug auf TVR versus TVNR demonstriert werden.
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3.3. IGF-1-Werte

Der Median der IGF-1-Konzentration von Gruppe B1 lag vor der Octreotidtherapie bei
1749,63 (386/ 11167,7) pgl/l.

Der Median des IGF-1 zur letzten Messung vor chirurgischer Tumorextirpation betrug
589,84 (124,3/ 1135,3) ug/l. Postoperativ war ein Abfall der IGF-1-Konzentration um
71,44% des Basalwertes auf einen Median von 499,62 (79,7/ 1591,3) ug/l zu
verzeichnen.

Alters- und geschlechtsentsprechende Normwerte fiir die IGF-1-Konzentration zeigten
sich wahrend der praoperativen Oct-Therapie lediglich bei drei der 20 Personen
(Tabelle 6.3). Ermittelt wurde diese mit Hilfe der Tabelle 2.4.1.

Weder die basale IGF-1-, noch die IGF-1-Konzentration wahrend Octreotid-Therapie,
der prozentuale Abfall des IGF-1 oder die qualitative Normalisierung der IGF-1-
Konzentration korrelierten mit der sst-Rezeptor-Expression.

Die IGF-1-Werte fielen bei den 11 R, im Mittel um 1397,9 (+122,0/ -11043,4) pg/l. Bei
den vier zu ermittelnden NR zeigte sich ein Abfall von 492,8 (+108,6/ -1694,0) ug/I.

3.4. Charakterisierung der Somatostatin-Rezeptor-Antikorper

Die Spezifitit der Antiseren wurde unter Nutzung der Immunfluoreszenz an
transferierten HEK-293-Zellen Uberwacht. Nach Farbung dieser Zellen mit den AK anti-
sst; {9498}, anti-sstoa {0786}, anti-sst3 {4823} oder anti-ssts {0917} wurde eine
prominente Immunfluoreszenz nur in jenen Zellen detektiert, welche den jeweiligen
Rezeptor exprimierten. Wie die Abbildung 3.4.1 zeigt, erfolgte keine Detektion, wenn

Zellen mit anderen Somatostatin-Rezeptoren oder leeren Vektoren transferiert wurden.
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Abbildung 3.4.1: Charakterisierung der Anti-Somatostatin-Rezeptor-Antiseren
mittels Immunfluoreszenzfarbung von transferrierten Zellen
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HEK-293-Zellen wurden mit sst;, sstys, ssts, ssts oder leerem Vektor (MOCK) transferiert (vertikale
Kolumnen), fixiert und mit anti-sst; {9498}, anti-sst,n {0786} anti-sst; {4823} oder anti-ssts {0917}
Antiseren (horizontale Kolumnen) gefarbt. Darauf hingewiesen sei, dass Somatostatin-Rezeptor-AK nur
transferierte Zellen mit dem jeweils spezifischen Rezeptor farben, aber keine Zellen, welche mit leerem
Vektor transferiert wurden. Skaleneinteilung 10 pm.

Die Somatostatin-Antiseren wurden auf positive Kreuzreaktion mit anderen Proteinen
aus humanen HEK-293-Zellen getestet. Die Ergebnisse, dargestellt in Abbildung 3.4.2,
zeigen, dass Somatostatin-Rezeptor-AK anti-sst; {9498}, anti-sst,a {0786}, anti-sst;
{4823} und anti-ssts {0917} breite Banden am erwarteten Molekulargewicht nur in jenen
Zellen detektieren, welche den verwendeten Rezeptor exprimieren. Keine Detektion
erfolgte in Zellen, welche mit anderen sst-Subtypen transferiert wurden. Diese
Ergebnisse zeigen, dass sst-Rezeptor-AK selektiv ihren Rezeptor detektieren und keine

Kreuzreaktion zeigen.
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Abbildung 3.4.2: Western-Blot-Analysen flir die Spezifitdt der Somatostatin-
Rezeptor-Antiseren
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Membranpraparationen von HEK-293-Zellen, welche sst;, sstya, sStz oder sst; exprimieren, wurden
getrennt in 8% SDS-Polyacrylamid-Gel gebracht und auf Nitrozellulosemembranen geblottet. Diese
Membranen wurden mit anti-sst; {9498}, anti-sst,s {0786} anti-sst; {4823} oder anti-ssts {0917} Antiseren
mit einer Verdinnung von 1:20000 inkubiert. Die Entwicklung der Blots erfolgte unter Nutzung der

Chemilurrslineszens. Ordinate: Migration der markierten Proteinmolekulargewichte
(M, x107)

Die anti-ssty {9498}, anti-sstoa {0786}, anti-sst3 {4823} oder anti-ssts {0917} AK wurden
anschlieBend zur immunhistochemischen Farbung von normalem menschlichen

Pankreasgewebe und Hypophysengewebe genutzt.

Wie in Abbildung 3.4.3 gezeigt, produziert jeder der AK verschiedene Farbemuster in
Pankreas- und Hypophysenzellen. Anhand des von uns gewonnenen Bildes kann man
die zellulare Lokalisation der Rezeptor-Subtypen darstellen.

Sst, ist als einziger der vier untersuchten, in Hypophysenadenomen detektierbaren
Subtypen membranstdandig nachweisbar. Die braunliche Farbung durch die
Diaminobenzidin-Glucose-Oxidase zeigt die Verteilung an den Zellmembranen.
Wahrend sstop und ssts predominant in der Plasmamembran von fast allen
Pankreasinselzellen lokalisiert sind, konnten ssty und ssts deutlich im Zytosol der Zellen
und nur vereinzelt als punktartige Farbung in der Plasmamembran detektiert werden.
Ahnliche Farbemuster konnten in normalen Hypophysengeweben gefunden werden.

43




Abbildung 3.4.3: Immunhistochemische Farbung der Somatostatin-Rezeptor-
Subtypen in human Pankreasgewebe, Hypophysen und GH-
sezernierenden Hypophysenadenomen
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Reprasentative Beispiele der immunhistochemischen Detektion von sst1 (C), sst2A (F), sst3 (I) und sst5
(L) in somatotrophen Hypophysenadenomen. Pankreas- und Hypophysengewebe, welches in jeder
Farbung als Positivkontrolle mitgefihrt wurde, zeigen die Farbungen fur sst1 (A und B), sst2A (D und E),
sst3 (G und H) und sst5 (J und K).

Die Gewebe wurden zunachst entfettet, in der Mikrowelle in Zitronensdure gekocht und mit
affinitatsgereinigten anti-sst; {9498}, anti-sstos {0786} anti-sst;, {4823} oder anti-sst; {0917} AK in einer
Konzentration von 2 pg/ml inkubiert. Es folgte eine sequentielle Behandlung mit biotinylierten Anti-Hasen
IgG und AB-L&sung, bevor die Gewebe mit DAB-Glucose-Oxidase und Hamatoxylin gefarbt wurden.
Darauf hingewiesen sei, dass sst; und sst;x predominant an der Plasmamembran lokalisiert sind,
wahrend sst; und sst; deutlich im Zytosol der Zellen und nur vereinzelt als punktartige Féarbung in der
Plasmamembran detektiert werden konnten.

Skaleneinteilung: A=D=G=J= 100 ym, B=E=H=K= 50 pm, C=F=I=L= 20 uym.
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Um genauere Angaben Uber die Spezifitdt zu erhalten, wurden nach AbschluB3 der
Experimente Peptidgegenfarbungen durchgefiihrt.

Dabei wurden alle AK mit Antiseren aus homologen und heterologen Antigenpeptiden
(6,25-100 pg/ml Antiserum) auf Praadsorption getestet. Eine Praadsorption der Anti-
seren mit homologen Antigenen einer Konzentration geringer als 6,25 pg/ml blockt
komplett die Immunadsorption im Pankreas- und Tumorgewebe. Wie in Abbildung 3.4.4
ersichtlich, konnte wahrend einer Praadsorption der Antiseren mit heterologen
Antigenen einer Konzentration Uber 10 ug/ml, kein Effekt auf die Immunfarbung gezeigt
werden.

Die Gewebe wurden elektrophoretisch separiert und auf Nitrozellulose geblottet.
Anhand der Rezeptoren 2A und 5 wurde gezeigt, dass die Antiseren breite rezeptor-
ahnliche Banden mit einem Molekulargewicht zeigen, welches &hnlich fir rekombinante
sst beobachtet wurde. Anhand der Abbildung 3.4.4 ist ersichtlich, dass speziell fir den
anti-sstoa AK {0786} eine breite Migrationsbande von M, 55.000 zu 75.000 und fir den
anti-ssts AK {0917} eine Wanderung von M, 45.000 bis 55.000 detektiert wurde.

Abbildung 3.4.4: Western-Blot-Analysen: Uberexpression von sst, und ssts in

Hypophysenadenomen
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Membranpréparationen von humanen Hypophysen und GH-sezernierenden Adenomen wurden getrennt
in 8% SDS-Polyacrylamid-Gel gebracht, auf Nitrozellulosemembranen geblottet und mit anti-sstps {0786}
oder anti-ssts {0917} AK in An- (+) oder Abwesenheit (-) von 10 g/ml Peptidantigen inkubiert. Die Blots
wurden unter Nutzung der Chemilumineszenz entwickelt.

Ordinate: Migration der markierten Proteinmolekulargewichte ( M, x 10'3)
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In Membranpréaparationen von GH-sezernierenden Adenomen wurden betrachtlich
starkere immunoreaktive Banden flr beide Rezeptor-Subtypen, wandernd bei &hnlichen
Molekulargewichten, detektiert. Darauf hingewiesen sei, dass diese beiden Rezeptoren

in GH-sezernierenden Adenomen Uberexprimiert werden.

3.5. Somatostatin-Rezeptor-Subtypen-Verteilung

Mit subtypspezifischen AK gegen ssty, sstoa, SStz und ssts wurde deren spezifische
Verteilung, ihre zellulare Lokalisation und die individuelle Expression in Hypophysen-
adenomen systematisch mit der standardisierten Avidin-Biotin-Komplex-Methode

immunhistochemisch auf Proteinebene analysiert.

Waren mindestens 20% der Zellen auf dem Objekttrager immunoreaktiv flr den

jeweiligen sst-Subtyp, dann wurden diese Patienten als rezeptorpositiv bezeichnet.

Die Patienten beider Studiengruppen waren hinsichtlich Alter und Geschlecht
vergleichbar. In Gruppe A befanden sich im Vergleich zu Gruppe B mehr MI, die
Verteilung der sst-Subtypen war bei Ml und MA gleich (Tabelle 6.1 und 6.2 im Anhang).

Anhand Tabelle 3.1.1 ist ersichtlich, dass in der Kontrollgruppe, bei 12/14 (86%) ssti,
bei lediglich 4/14 (29%) sst; und bei 13/14 (93%) ssts nachweisbar war.
Es konnte bei allen primér chirurgisch therapierten Patienten, welche nie einer anderen

Therapie im Vorfeld unterzogen wurden, sstop nachgewiesen werden (14/14).

Die korrespondierenden Daten in Gruppe B waren fiir sst; 16/19 (84%) Tumore — bei
einem Schnitt konnte keine Aussage getroffen werden, da sich nach der Farbung zu
wenig Gewebe auf dem Objekttrager befand um genitigend Zellmaterial aus zu zahlen.
13/20 (65%) Tumore waren fUr sstoa positiv, vier von 19 (21%) fir sstz und 17 der 20
(85%) Tumore flr ssts.

Die Verteilung der sst-Subtypen in beiden Studiengruppen ist in der Abbildung 3.5.1

graphisch dargestellt. Beide Studiengruppen unterschieden sich signifikant, mit einem p
von 0,014, in der Expression des Rezeptor-Subtyps-2A.
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Weder die Tumorklassifikation (MI / MA), noch das Alter oder Geschlecht konnten mit

der Expression von ssty, sstoa ssts oder sstsin Verbindung gebracht werden.

Abbildung 3.5.1: Rezeptor-Subtyp-Nachweis in beiden Studiengruppen
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3.5.1. GH-Response
Anhand der Einteilung zwischen R und NR in Bezug auf die GH-Konzentration, nach

obiger Definition, waren folgende Daten zu ermitteln:

In Gruppe B sind 85% der R positiv flr ssty, aber auch 83% aller NR weisen ssty auf.

Sstop wurde bei keinem NR nachgewiesen. Diese Daten sind in der Abbildung 3.5.1.1
verdeutlicht.

Die Abbildungen 3.5.1.1 und 3.5.1.2 zeigen den selektiven Verlust der Expression von

ssto bei Oct-resistenten GHNR. Bei allen GHR war sst, in hoher Dichte membran-
standig zu finden.
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Abbildung 3.5.1.1: Rezeptorsubtypverteilung bei GHR vs GHNR
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GHR und GHNR weisen unterschiedliche Rezeptor-Verteilungen auf. Es zeigt sich ein selektiver Verlust
des sst, bei GHNR und eine Koexpression von sst, und ssts bei allen GHR.
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Abbildung 3.5.1.2: selektiver Verlust des sst; bei GHNR und Octreotid-Therapie
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Immunhistochemische Farbung der sst in Hypophysengewebe mit mehr als oder weniger als 50% Abfall
der GH-Konzentration in Bezug auf die Oct-Therapie (GHR und GHNR). Die immunhistochemischen
Farbungen von sstxa und ssts sind pradominant an der Plasmamembran lokalisiert. Bei Patienten, welche
nicht auf die Oct-Therapie ansprachen konnte keine Farbung des sst,s detektiert werden. Einfligungen in
A und D: Peptid-Adsorptions-Kontrollen: komplette Aufhebung der immunhisto-chemischen Farbung
durch Prainkubation mit dem Antigen-Peptid (10ug/ml). Die Gewebe wurden zundchst entfettet, in der
Mikrowelle in Zitronensaure gekocht und mit affinitdtsgereinigten anti-ssto, {0786} oder anti-ssts {0917}
AK in einer Konzentration von 2 yg/ml inkubiert. Es folgte eine sequentielle Behandlung mit biotinylierten
Anti-Hasen IgG und AB-Ldsung, bevor die Gewebe mit DAB-Glucose-Oxidase und Hamatoxylin gefarbt

wurden. Darauf hingewiesen sei, dass bei NR nur sst; und kein sstys detektierbar war. Skaleneinteilung:
A=B=C=D=E=F= 20 ym.

Bei sst3 konnte kein signifikanter Unterschied zwischen R und NR in Bezug auf den
Rezeptor-Status nachgewiesen werden.

Ein gréBerer Unterschied war bei ssts zu verzeichnen. Hier fand sich bei 13 von 14
(93%) R und bei 4 von 6 (67%) NR eine Immunopositivitat.

Der im folgendem beschriebene Zusammenhang zwischen dem Rezeptor-Status, der
GHR und der GHNR ist in Tabelle 3.5.1 verdeutlicht.

49



Tabelle 3.5.1: sst-Status und GHR oder VR bei Patienten mit Akromegalie und
praoperativer Oct-Therapie
ssti sst2 sst3 sst5
pos neg pos neg pos neg pos neg
(n=16) | (n=3) [ (n=13) | (n=7) | (n=4) | (n=15) | (n=17) | (n=3)
GHR 11 2 13 1 3 10 13 1
GHNR 5 1 0 6 1 5 4 2
TVR 9 2 8 4 4 11 10 2
TVNR 7 1 5 3 0 4 7 1

Alle GHR weisen sst, auf, wahrend kein GHNR diesen Rezeptor besitzt. 73% der Patienten mit
negativem sst; zeigen eine TVR.

Bei dem Rezeptor-Subtyp 1 fanden wir sowohl GHR als auch GHNR in anndhernd
gleichen Prozentsitzen. Der Chi?-Test ergab eine Wert von 0,005, mit einem p<0,94.

Eine sehr gute Ubereinstimmung mit der GHR zeigte sst..

Hier wiesen 13 der 14 GHR diesen Rezeptor auf, was in der Abbildung 3.5.1.3
ersichtlich ist.

Dies zeigt eine hochsignifikante Korrelation zwischen dem Auftreten von sst; und ein

Ansprechen auf die SSA-Therapie mit einem GH-Abfall.

100 % aller GHNR unserer Untersuchung waren negativ fir sst.

Im Chi®-Test ergab sich fiir diesen Rezeptor-Subtyp ein Wert von 15,9 mit einem
p<0,002. Dieses hoch signifikante Ergebnis zeigt, dass bei positivem ssto mit einer

besseren GHR zu rechnen ist.

Veranschaulicht sind diese Aussagen in den Abbildungen 3.5.1.3 und 3.5.1.4.
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Abbildung 3.5.1.3: GHR vs. GHNR bei positivem SSTR

14 - 13 13

124 11

Patientenanzahl
(0]

N
|

ssti sst2 sst3 sstb

mBGHR (n=14)
m GHNR (n=6)

Alle Patienten mit positivem sst; wurden vor der medikamentdsen Therapie als GHR definiert. n=20

Abbildung 3.5.1.4: GHR vs. GHNR bei negativem SSTR
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Es ist keine Signifikanz bei negativem Rezeptor-Status und GHR erkennbar. n=20
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Bei Rezeptor-Subtyp 3 ist anhand der nicht signifikanten Ergebnisse keine eindeutige
Korrelation in Bezug auf die Senkung der GH-Konzentration zu erkennen.

Bei der Berechnung unter Nutzung der 4-Felder-Tafel ergab sich im Chi?-Test ein Wert
von 0,1 mit einem p<0,75. Mittels des Fisher-exakten-Tests erhielten wir einen Wert von
0,096.

Fir ssts ergibt sich ein Chi®>-Test von 2,26 mit einem p<0,13 und einem Fisher-exakten-
Test von 2,15. Dies beweist keine Signifikanz.

Beim ssts zeigten sich in unseren Untersuchungen annahernd gleiche Werte des GH-
Abfalls bei positivem und negativem Rezeptor Status, ahnlich wie auch beim Nachweis

des sstj.

3.5.2. Tumorvolumen (TV)-Reduktion
Anhand der Tumorvolumenabnahme und des nachgewiesenen Rezeptorstatus konnten

folgende Ergebnisse fir Gruppe B aus Tab.3.5.1 ermittelt werden:

Die nicht signifikanten Ergebnisse mit einem Chi?-Test von 3,2 und einem p<0,07,
lassen keine Korrelation zwischen sst; und TVR zu.

Positiv fir sst, waren 13 Tumore. Nach der SSA-Therapie zeigte sich bei acht Tumoren
eine TVR, funf zeigten anhand der magnetresonanztomographischen Aufnahmen keine
Volumenminderung.

Bei vier der sieben sst>-negativen Tumore (57%) fanden wir eine TVR, bei den
restlichen drei (42,9%) zeigte sich keine TVR. Der Chi®-Test ergab 0,04, mit einem
p<0,8, auch hier zeigt sich keine positive Korrelation mit der TVR.

Uberraschende Ergebnisse in Bezug auf die TVR fanden wir in unserer Studie bei ssts.
Hier reagierten von 15 sstz-negativen Fallen 11 (73,3%) mit einer deutlichen
Volumenabnahme. Keine TVR zeigten lediglich vier der 15 Patienten ohne ssts. Alle vier
Adenome mit positivem sstz zeigten eine TVR.

Mit einem Chi?-Test von 1,35 und einem p<0,2 bedeutet dies, dass keine Korrelation in
unserer Studie zwischen dem Nachweis eines positiven ssts3-Status und der
Tumorvolumenabnahme besteht.
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Beim ssts wiesen Rezeptorpositive und Rezeptornegative in annahernd gleichem
Verhaltnis eine TVR auf.

Auch hier kann nicht abschlieBend beurteilt werden, ob positiver oder negativer
Rezeptor-Status fir eine TVR ausschlaggebend ist (Chi?-Test = 4,2, p<0,04).

Die unterschiedliche Verteilung der Rezeptor-Subtypen bei den R und bei den NR mit
der jeweiligen Tumorvolumenreduktion zeigen die folgenden Abbildungen 3.5.2.1 und

3.5.2.2.

Abbildung 3.5.2.1: TVR vs. TVNR bei positivem SSTR
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Es zeigt sich keine Signifikanz in Bezug auf Rezeptor-Status und TVR. n=20
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Abbildung 3.5.2.2: TVR vs. TVNR bei negativem SSTR

12 4 11

10 -

mTVR (n=12)

Patientenanzahl
o

B TVNR (n=8)
4 4
4 - 3
2 2
. Ml ‘
0 1
ssti sst2 sst3 sst5

Die meisten Patienten mit TVR weisen keinen sst; auf. n=20

Zusammenfassend ist bei der Rezeptor-Subtyp-Bestimmung festzustellen, dass sst, in
allen und ssts in fast allen primar operierten Tumoren nachgewiesen werden konnte.

Eine ahnlich hohe Inzidenz der beiden genannten sst-Subtypen fand sich in unserer
Untersuchung bei den vierzehn als R definierten Personen der primar medikamentds

therapierten Gruppe.

Bei diesen 14 R zeigte sich auch ein signifikanter GH-Abfall, welcher mit dem
Vorhandensein des sst; korreliert. Der basale Median dieser Patienten lag bei 48,1

(3,7 / 127,9) ug/l und wahrend der Oct-Therapie bei 4,1 (0,7 / 30,9) ug/l mit einem
signifikantem p<0,001.

Keiner der Patienten, die als NR deklariert wurden wies in dieser Studie einen
detektablen sst, auf, wahrend sich bei 17/20 dieser NR ein positiver ssts nachweisen
lies. Die GHR korreliert in dieser Untersuchung nicht mit einer ssts-Expression.

Eine signifikante Tumorvolumenabnahme fanden wir bei 12 der 20 Patienten, wobei 11
dieser Patienten (91,7%) negativ flr sst3 waren.

Bei diesen TVR korreliert zusatzlich die GHR positiv mit dem Vorhandensein des sst..
Im Chi?-Test ergab sich ein signifikantes Ergebnis von 15,9 bei einem p<0,0002.
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Ein signifikanter Tumorvolumenabfall korreliert in unseren Untersuchungen weder mit

dem sst; noch mit dem ssts.
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4.Diskussion

Das zyklische Peptid SS, welches aus 14 AS besteht, entfaltet seine Wirkung Uber
spezifische Membranrezeptoren, welche in zahlreichen Geweben einschlieBlich des
HVL und anderen Gehirnregionen, der Lunge, des endo- und exokrinen Pankreas, der
Mukosa des Gastrointestinaltraktes wie auch in Lympho- und Monozyten zu finden sind.
Bisher wurden fiinf Typen von Somatostatinrezeptoren identifiziert (43,44), welche auch
auf neuroendokrinen Tumoren und in der Hypophyse exprimiert werden (40).

Das natlrliche Somatostatin und die SSA unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Bindungsaffinitdt zu den einzelnen Rezeptor-Subtypen. SS bindet an allen finf
Rezeptoren mit gleich hoher Affinitat, wahrend die SSA Lanreotid (Somatuline®) und
Sandostatin (Octreotid®) vornehmlich am sst; koppeln (82,83).

Die gute Wirksamkeit dieser Pharmaka ist dadurch zu erklaren, dass die meisten Hypo-
physenadenome sst, exprimieren, wie in zahlreichen Studien untersucht, mehrfach in
der Literatur beschrieben und auch in dieser Studie auf Proteinebene gezeigt wurde
(49,84-86).

Anhand der Ergebnisse von bisherigen abgeschlossenen klinischen Studien wirde man

prinzipiell erwarten, dass die GH-Senkung positiv mit dem sst-Status korreliert.

Die Szintigraphie der Somatostatin-Rezeptoren zeigt jedoch, wie in einer Studie von
Pléckinger et al. 1997 an 49 Patienten und 3-monatiger Oct-Therapie untersucht wurde,
keine eindeutige Signifikanz einer Oct-Therapie bezlglich der Vorhersage der GH- und
TV-Ansprache (87).

Diese Autoren schlossen 25 Patienten mit GH-sezernierenden Adenomen und 24
Patienten mit NFA in die Studie ein. Vier und 24 Stunden nach der '"'In-Pentetreotide-
Injektion wurden SPECT-Aufnahmen angefertigt. Die Szintigraphie konnte bei keinem
der sieben magnetresonaztomographisch  adenomnegativen  Patienten  mit
persistierender postoperativer Akromegalie einen Resttumor identifizieren. Die basale
GH- und die IGF-1-Konzentration korrelierte nicht mit den szintigraphischen
Ergebnissen (GH:32,3 £ 18,2 vs 29,317,4 pg/l, IGF-1: 851 £ 80 vs 1038 £ 153 ug/l). Die
Szintigraphie konnte in keiner der beiden Therapiegruppen den Effekt einer Oct-
Therapie auf die TV-Reduktion oder die Senkung der GH-Konzentration prazise

vorhersagen.
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Acosta-Goémez et al. filhrten 2005 die '"'In-Octreotide-Szintigraphie an 29 Patienten
durch (88). Die Untersuchungsgruppen bestanden zum einen aus 14 Patienten mit
nachgewiesenen Hypophysenadenomen und zum anderen aus 15 Patienten mit wieder
aufgetretenen Adenomen. An 10 der 14 Patienten mit Hypophysenadenomen und an 13
der 15 Patienten mit Rezidivadenomen konnte eine positive Szintigraphie mit einer
Sensitivitdt von 79% nachgewiesen werden. Bessere Ergebnisse wurden mit dieser
Methode bei GH-sezernierenden Adenomen und bei Prolaktinomen erzielt. Von welcher
Bedingung jedoch ein Ansprechen auf die SSA-Therapie abhangt ist weiterhin unklar.

1997 konnte von dem Halle-Wittenberger Team um Rieger et al. ebenfalls mittels '"'In-
Octreotide Szintigraphie gezeigt werden, dass die Oct-Aufnahme bei 42 Patienten mit
Hypophysenadenomen signifikant mit der Tumorlage und dem Alter des Patienten
korreliert (89). Dabei fanden Sie heraus, dass kleine Adenome meist rezeptornegativ
waren, wahrend groBe supraselldare Tumore Rezeptorpositivitat aufwiesen. Da in dieser
Studie sowohl kleine als auch groBe Tumore in &hnlicher Weise auf das Medikament
ansprachen postulierten Sie, dass ein positiver Octreoscan nicht fir die Vorhersage des

Ergebnisses einer Oct-Therapie, abhangig von der TumorgrdBe, genutzt werden kann.

Welche Faktoren fir die Hormon- und Volumenansprache determinieren, ist bisher
anhand von Studien nicht ausreichend geklart und es stellt sich die Frage, warum
bestimmte Patienten sehr gut auf die medikamentése SSA-Therapie ansprechen und

andere Patienten keine Reaktion bezuglich Symptomatik und Laborparameter zeigen.

Eine Mdglichkeit der indirekten Klarung bietet die postoperative Bestimmung des sst-
Status des einzelnen Akromegaliepatienten.

Seit Jahrzehnten ist bekannt und vielfach untersucht worden, dass SSA nach
ausreichender Therapiezeit die GH- und IGF-1-Konzentration bei einigen, aber nicht bei

allen Patienten signifikant senken kénnen (90,91).

Die hier vorliegende Studie zeigt erstmals eine direkte Gegeniberstellung der
immunhistochemischen Expression der Proteine von sst-Subtypen von medikamentds
mit SSA vortherapierten mit primar operierten Akromegaliepatienten, sowie an
gesundem Hypophysen- und Pankreasgewebe.
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Die durch unsere Experimente erhaltene Rezeptorverteilung entspricht weitgehend den
bisherigen Literaturangaben (83,90), so dass man davon ausgehen kann, dass unser
untersuchtes Kollektiv reprasentativ war und die Ergebnisse aussagekraftig sind.

Beide Studiengruppen sind in ihrer Grundstruktur weitgehend identisch und

entsprechen damit anderen untersuchten Populationen von Akromegaliepatienten.

Unsere guten Laborergebnisse wurden mit subtypspezifischen affinitatsgereinigten AK
aus polyklonierten Kaninchen-Antiseren gegen ssty, sstp, sst3 und ssts durchgefthrt.

Die sehr spezifischen Farbungen, die individuellen patientenabhéngigen Expressionen
und die zellularen Lokalisationen der Subtypen =zeigt die Abbildung 3.4.3 im
Ergebnisteil.

Die Produktion und Charakterisierung der Somatostatin-Rezeptor-subtypspezifischen
AK wurde bisher in vielen Arbeiten, unter anderem von Schulz et al., umfassend
beschrieben und charakterisiert (77,78,81,92,93). Mit den gleichen subtypspezifischen
AK, welche auch in der vorliegenden Studie verwendet wurden, konnten sie in 69% der
Meningeompatienten sst,a nachweisen, wahrend alle anderen Rezeptorsubtypen nur
sporadisch detektiert wurden. Sie beschrieben die auch von uns genutzten Sensitivitats-
und Spezifitatsnachweise und folgerten, dass diese einfache immunhistochemische
Methode zur Identifikation derer Patienten nltzlich sein kann, die auf eine mégliche

Therapie mit sstp-selektiven Agonisten ansprechen.

Die durchgeflhrten Kontrollverfahren zeigen, dass diese AK selektiv ihr zugehdriges
Protein in formalinfixierten menschlichen Geweben detektieren. Mehrmals wurde mit
Western Blot Analysen nachgewiesen, dass sst-transferierte humane embryonale
Nierenzellen (HEK-293-Zellen) eine einzelne Bande des zugehérigen Molekular-
gewichtes nur in sst-transferierten Zellen detektieren (78,92). Sst-transferierte humane
embryonale Nierenzellen wurden selektiv mit dem anti-sst-AK gefarbt, wahrend
Wildtypzellen keine Farbung zeigten. Immunodotblotanalysen zeigten, dass Kreuz-
reaktionen mit anderen Subtypen ausgeschlossen sind und Antiseren unzweideutig
Somatostatin-Rezeptor-Subtypen in humanen Meningeomen, Brust- und Ovarial-
karzinomen, Gastrinomen, Insulinomen, neuroendokrinen Tumoren und in normalen
Pankreasgewebe detektieren (78,92,93).
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Wir zeigten ebenso, dass die Farbungen aller Antiseren durch Prainkubation mit

immunisierenden Peptiden aufgehoben werden konnte.

Es zeigten sich in der vorliegenden Arbeit auch methodische Probleme:

Die Differenz der verschiedenen im Handel erhaltlichen Assay-Systeme (RIA, ELISA,
IRMA, polyklonaler oder monoklonaler Antikdrper, unterschiedliche Referenzwerte)
erschweren die Vergleichbarkeit der GH-Bestimmung und damit die Normierung der
diagnostischen Grenzwerte in den verschiedenen Studien. Von der WHO wird weiterhin
die Nutzung des polyklonalen RIA empfohlen. Kriterien sind eine adaquate Sensitivitat
(GH mindestens 0,5 ug/l), Validierung des Assays, Spezifitat, Zuverlassigkeit und
Reliabilitat (28).

In die Definition der Diagnosekriterien fiur die Akromegalie gehen bisher die
Geschlechtsspezifitat und die Altersabhangigkeit der GH-Sekretion nicht ein. Beide
Ph&nomene sind jedoch sowohl bei Gesunden, als auch bei Patienten mit Akromegalie

nachweisbar und sollten Beachtung finden (94).

IGF-1 ist GH-abh&ngig, vermittelt nahezu alle GH-Effekte und spiegelt die 24-h-
Sekretion dieses Hormons wieder. Das GH stimuliert die Synthese und Sekretion von
IGF-1 in der Leber und anderen Zielorganen. 95% des zirkulierenden IGF-1 sind an
sechs verschiedene IGF-Bindungsproteine (IGFBP 1-6) gekoppelt. GH stimuliert
IGFBP-3, das quantitativ wesentliche IGF-Bindungsprotein. Biologisch aktiv ist jedoch
nur das freie, ungebundene IGF-1, da ausschlieBlich dieses am IGF-Rezeptor koppelt
(95,96).

Bei Gesunden korreliert die IGF-1 Konzentration positiv mit dem Mittelwert des 24-h
GH-Profils und mit dem Nadir der GH-Konzentration wahrend einer oralen Glukosebe-
lastung. Bei Patienten mit Akromegalie korreliert IGF-1 linear mit dem Logarithmus der
Wachstumshormonkonzentration.

Das IGF-1 zeigt eine gute Korrelation mit dem Alter. Pro Dekade wird, wie in Tabelle
2.4.1 ersichtlich, eine Reduktion der IGF-1-Konzentration um 10-16% beobachtet. Auch
bei Patienten mit vergleichbar pathologisch erhdhter GH-Konzentration nimmt die IGF-1
Konzentration in héherem Alter ab (97).

Ebenfalls wurde eine Geschlechtsabhangigkeit der IGF-1-Konzentration, mit niedrigeren
Konzentrationen bei Frauen, gezeigt (98).
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Zur Bestimmung des IGF-1 ist die Abtrennung der Bindungsproteine erforderlich. Dies
geschieht bei Verwendung des RIA mittels Saure-Ethanol Extraktion und "size-
exclusion chromatography". Die intra-individuelle Variabiltdt der IGF-1 Konzentration
liegt bei 14% (99).

Bei autonomer GH Sekretion ist die IGF-1-Konzentration in der Regel erhéht. Die
Sensitivitat eines IGF-1 Wertes fir die Diagnose der Akromegalie liegt bei 100%, die
Spezifitat bei 97% (100). Wahrend sich statistisch gute Korrelationen fir die IGF-1- und
Wachstumshormon-Plasmakonzentration ergeben, lassen sich immer wieder
Diskrepanzen fir den individuellen Patienten nachweisen. So zeigten Holly et al., dass
in 27% der Patienten die IGF-1 und GH-Werte diskrepant waren: normale GH-
Konzentration und erhéhtes IGF-1 in 15%, erh6hte GH-Werte und normales IGF-1 in
8% (100).

Unsere Ergebnisse sind mit einer neuen immunhistochemischen Studie an 90 GH-
sezernierenden Hypophysenadenomen vereinbar (48). Die meisten Resultate voraus-
gehender molekularer Studien nutzten mRNA-Analysen und die Rezeptorauto-
radiographie (49,86,101-104). Tumor mRNA-Level reflektieren jedoch nicht zwingend
das Vorhandensein von Rezeptor-Proteinen der einzelnen Zellen. In der Literatur
wurden Konflikte zwischen den Ergebnissen der sst-mRNA und der Immunhistochemie
in nicht-hypophysaren Tumoren beschrieben (105).

Die Nutzung der Immunhistochemie mit subtypspezifischen AK in der klinischen
Routine zur Analyse der Rezeptor-Expression publizierten 2002 Kulaksiz et al. (81).
Das Team untersuchte die Verteilung der Rezeptoren an Gastrinomen, Insulinomen und
an Tumoren, die mit dem Karzinoidsyndrom assoziiert waren. Die Subtypen 1, 2A, 3
und 5 wurden in allen untersuchten Geweben detektiert, wobei kein signifikanter
Unterschied in den Tumorarten gefunden wurde, aber in jedem Patienten zeigte sich
eine individuelle Verteilung.

Als Referenzorgan wurde hier, wie auch in unserer Studie, gesundes humanes
Pankreasgewebe verwendet. Sie kamen zu dem gleichen Ergebnis wie in der vor-
liegenden Arbeit: man kann mit der Immunhistochemie die Verteilung der sst-Subtypen
jedes einzelnen Patienten mit neuroendokrinen Tumoren beurteilen und daraus die

subtyp-spezifischen SSA gezielt einsetzen.
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Wie in unseren Untersuchungen gezeigt wurde, ist die morphologische Lokalisation der
Rezeptorproteine an der Zellmembran fiir eine prazise Evaluation des Tumor-Rezeptor-

Status notwendig (48).

Bisher fehlt jedoch flir die Subtypbestimmung eine vergleichbare zweite Methode. Um
die Spezifitdt und Sensitivitdt exakt angeben zu kénnen, misste ein Verfahren
entwickelt werden, welches mit gleichen Geweben und Kontrollen durchgefiihrt wird und
welches anndhernd ahnliche Ergebnisse liefert. Bis dato ist dies jedoch noch nicht
moglich. Es besteht die Mdglichkeit, dass in jeder Farbung die gleichen Fehler, z.B.
durch Handhabung der Chemikalien oder durch Fehler wahrend den Inkubationszeiten

auftreten und somit die Ergebnisse verfalscht werden.

Um unsere Ergebnisse zu validieren, misste man als ersten Untersuchungsschritt an
einer definierten Gruppe von Patienten sst-Rezeptoren nach der Operation bestimmen,
anschlieBend misste es bei einer Gruppe dieser Personen zu einem Rezidiv kommen,
welches mit SSA behandelt und anschlieBend erneut operiert wird. Aus dem
gewonnenen Operationsmaterial missten die sst-Subtypen bestimmt und anschlieBend
ein Vergleich zwischen den Patientengruppen mit und ohne Rezidiv gezogen werden.
Dies ist aufgrund der sehr kleinen Rezidivgruppe und aus ethnischen Grinden nicht
moglich, da man immer versucht mit jedem Therapieschema ein Rezidiv zu vermeiden,

und eine bestmdgliche Lebensqualitat fir den Patienten zu erzielen.

Anhand der vor Beginn dieser Studie durchgeflihrten Literaturrecherche war von
unseren Untersuchungen zu erwarten, dass die GHR positiv mit der Anwesenheit des
sst, korrelieren. In fast allen bisher durchgefiihrten Studien wurden aber auch Patienten
ohne diesen Rezeptor-Subtyp gefunden. Warum es Tumore ohne sst, in der
Hypophyse gibt, bleibt zurzeit nur Spekulation.

Unklar ist bisher auch, warum sst4 in adulten Hypophysengewebe nicht zu detektieren
ist. Panetta et al. konnten mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) und des
Southern Blots in allen 15 untersuchten fetalen Hypophysen nachweisen, dass in
diesen Geweben alle flnf sst-Subtypen erxprimiert werden (104).

Durch bisher unbekannte Mechanismen muss also bei jenen Patienten, welche als
GHNR deklariert wurden, sst, verloren gegangen sein.
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Wir zeigten immunoreaktiv auf Proteinebene, dass sst, und ssts in allen Patienten,
welche im Vorfeld als Responder definiert wurden, detektierbar waren. Im Kontrast dazu
wies keiner der NR detektable sst, auf, obwohl ssts in der Mehrzahl dieser Falle positiv

nachzuweisen war.

Was aber genau mit dem Rezeptor wahrend der Therapie geschieht, bleibt ungeklart.

Ubereinstimmend mit unserer Untersuchung sind wir zu dhnlichen Folgerungen gelangt,
wie bisher auf mRNA-Ebene beschrieben: Ssts wurde in Gruppe B ebenfalls bei der
Mehrzahl der GH-sezernierenden Adenom-Patienten (85%) gefunden. Ein Unterschied
zwischen R und NR bezlglich dieses Rezeptor-Subtyps war ersichtlich. Das Ergebnis
von 93% (R) vs 71% (NR) ist jedoch nicht signifikant. Hierfar spricht auch die ahnlich
hohe Inzidenz dieses Rezeptors (92%) in der primar chirurgisch resezierten Gruppe.

Wir konnten immunhistochemisch deutlich auf Proteinebene demonstrierten, dass sstza
mit der Senkung der GH-Konzentration wahrend der SSA-Therapie korreliert. Ein
Hinweis darauf wurde bereits, anhand der Korrelation der sst.-mRNA-Expression und
dem Abfall der GH-Konzentration wéahrend SSA-Therapie in menschlichen
somatotrophen Zellen in vitro, gegeben (102). Obwohl diese Autoren keinen Vergleich
zwischen der Beziehung ihrer in vivo Ergebnisse und der Anwesenheit der sst-
Subtypen-mRNA zeigten, konnten ihre Ergebnisse unsere Feststellungen voraussagen,
trotz geringerer Patientenzahl und nur einer Einzeldosis Oct. Patienten mit einem GH-
Abfall von weniger als 50%, bei uns als NR definiert, zeigten eine geringere ssto-mRNA-
Expression im Vergleich zu den Patienten mit einem héherem Abfall der
Wachstumshormonsuppression.

Der Gesamt-GH-Abfall in Gruppe B von 67,6% nach praoperativer Oct-Behandlung
spricht fir ein Ansprechen auf das Medikament bei der Mehrzahl der Patienten.

Bei all denjenigen, die als R definiert wurden, betrug der GH-Abfall insgesamt 81,3%.
Es ergab sich hierbei, wie von uns aus dem bisherigen Literaturstudium erwartet, dass
bei keinem NR ein detektabler sst, nachgewiesen werden konnte.

Neu war in den vorliegenden Untersuchungen erstmals das eindeutige Ergebnis, dass
in Gruppe B alle ssty-negativen Patienten eindeutig keine Reaktion der GH-
Konzentration auf das Medikament Oct zeigten.

62



Eine Vielzahl anderer Studien haben eine positive Korrelation zwischen der ssto-mRNA-
Expression und der Ansprache auf eine Einzeldosis Oct in vivo gezeigt, dies ist die
erste Studie, welche diese Korrelation auch auf Proteinebene zeigt. Unter anderem
wurde dies an sieben, 10 und 15 Akromegaliepatienten (106-108) beschrieben, bei
welchen die sst-mRNA-Expression mit in vivo Effekten auf die GH-Suppression nach
einer Oct Einzeldosis (106,107) oder nach 6-monatiger Oct-LAR-Therapie nach
chirurgischer Resektion (108) korreliert wurde. Diese Ergebnisse der signifikant
geringeren ssto-mRNA-Expression konnten wir auf Proteinebene erweitern und
bestatigen. Wir demonstrierten auBerdem, dass die immunzytochemische Abwesenheit
des sstz in Tumoren, ein Nichtansprechen auf die Oct-Therapie bedeutet.

Die Aussage von Schaer et al. (84), dass die Oct-Bindung und die in dieser Arbeit
ermittelte Response mit den Subtypen 2 und 5 Kkorreliert, kénnen wir ebenfalls
bestatigen. 13 der 14 Patienten, welche sowohl sst;, als auch ssts exprimierten konnten

wir im Vorfeld als R definieren.

Bei Patienten, welche nicht mit SSA therapiert wurden, konnte die sst>-Expression
konsequent auf Protein- und mRNA-Level nachgewiesen werden (109). Dies stimmt mit
unseren immunhistochemischen Daten Uberein. In Gruppe A, den primar chirurgisch
behandelten Patienten, war bei allen 14 Patienten sst, nachweisbar. Kontrar dazu
waren alle GHNR sst,-negativ. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass
diese Differenz der ssty-Expression zwischen vor- und untherapierten Patienten mit
einem Selektions-Bias zusammenhéangt. Vortherapierte Tumore waren meist MA,
wahrend bei den primar operierten Adenomen lediglich 9 von 14 MA waren.

Das Vorhandensein beider Rezeptoren, ssty und ssts, kdnnte méglicherweise den Effekt
der physiologischen SS-Sekretion auf das Wachstum des Hypophysenadenoms
erhdéhen. Es fand sich keine Korrelation zwischen der Expression des sst, und der
AdenomgréBe, auch in der Literatur wurde dies bisher nicht beschrieben.

Es wurde bisher demonstriert, dass beides, die Aktivitdt des sst, und ssts, die GH-
Sekretion supprimiert. Die funktionelle Assoziation dieser Rezeptoren resultiert in einem
additiven / synergistischen Abfall der GH-Konzentration in fetalen Hypophysen und
somatotrophen Adenomen (110-112). Unsere Definition der GHNR beinhaltet eine
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stufenweise Differenzierung, z.B. eine 50%ige Suppression des GH. Die insuffiziente
Ansprache des GH bei diesen Patienten kdnnte mdglicherweise die klinische
Korrelation der Expression nur des ssts sein. Das Vorhandensein beider Rezeptoren ist
wahrscheinlich nétig far einen gréBeren als 50%igen Abfall des Wachstumshormons.

Eine alternative Erklarung kénnte die Oct-induzierte Beeinflussung des sstp, im Sinne
einer Wirkungsabschwachung, sein, da dieser Rezeptor bei allen Personen ohne Oct-
Therapie, wie auch in den fetalen Hypophysen, primar vorhanden zu sein scheint.

Dies wurde kirzlich in einer anderen groBen Serie mit der immunhistochemischen
Methode demonstriert (48). Die komplette Abwesenheit des sst, in Oct-vortherapierten
Tumoren und die Korrelation der sst>-Expression mit einer positiven GH-Ansprache
zeigen eine mogliche Aktivitadtsminderung des sstp, induziert durch eine Oct-
Langzeittherapie in einer Subgruppe von somatotrophen Adenomen. Dies ist
moglicherweise ein dosis- und zeitabhangiger Effekt, welcher bisher noch nicht in vitro
beobachtet wurde. Zurlckzuflhren ist dies auf die bekannten Schwierigkeiten der
Aufrechterhaltung der Gewebekulturen von humanen somatotrophen Geweben Uber
eine langere Zeit.

Die variable Ansprache der Patienten auf die medikamentése Therapie mit dem SSA
Oct und Lanreotid und die Rolle der sst in den verschiedenen Hypophysenadenomen
wurde auch von Hofland et al. 2004 verdéffentlicht (85). Die genutzten SSA binden
bevorzugt sst.. Auch ihre Studie ergab, dass ssto und ssts in GH-sezernierenden
Adenomen verstarkt exprimiert werden und dass beide Subtypen in der Regulation der

GH-Sekretion involviert sind, was wiederum mit unseren Ergebnissen korreliert.

Aufgrund dieser Untersuchungen, kénnen wir die bisherigen Literaturangaben belegen
und festhalten, dass bei jenen Patienten, welche sst, exprimieren die Oct Therapie eine

effektivere Wirkung auf die Senkung der GH-Konzentration erzielt.

Der Zusammenhang des GH- und des IGF-1-Abfalls mit der Expression von sst, wurde
in zahlreichen Studien dargestellt:

Petersenn aus Essen machte 2005 eine reduzierte Dichte von sst, flr die erfolglose
Senkung der GH- und IGF-1-Konzentration verantwortlich (113). Er untersuchte in einer
Metaanalyse von flnf Studien mit langwirksamen SSA, ebenfalls auf mMRNA-Ebene, die
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GH- und IGF-1-Suppression. Die GH-Konzentration wurde in 68% und der IGF-1-Wert
in 61% der 107 Patienten gesenkt. Eine TVR erfolgte bei 51%. Diese Untersuchung
konnte, im Einklang mit unseren Ergebnissen, eine hdhere Effektivitdt von SSA mit
spezifischen Bindungsprofilen zeigen.

Wie auch Miller et al. 1995 konnten wir keinen Zusammenhang zwischen der Senkung
der GH-Konzentration und dem Vorhandensein des ssty zeigen (47). Bei allen R wurde
dieser Subtyp in 85% nachgewiesen und bei 83% der NR, was keine Signifikanz ergab,
da auch in der primér chirurgisch behandelten Gruppe sst; in 83% der Félle gefunden
wurde.

Miller und Mitarbeiter untersuchten mit der real-time-PCR (RT-PCR) in vitro die
Rezeptor-mRNA-Expression in gesunden Hypophysen und Hypophysenadenomen, um
herauszufinden, welche spezifische Subtyp-mRNA flr die Hemmung des GH nétig ist.
Sie fanden in allen normalen Hypophysen und in allen Adenomen die Subtypen 1, 2
und 5, wahrend sst; in keiner normalen Hypophyse und nur in einem Adenom, kontrar
zu unseren Ergebnissen, detektierbar war. Sst; war in keinem Hypophysengewebe
nachweisbar. Sie kamen zu dem Entschluss, dass die Abwesenheit von sst; die
Fahigkeit des Somatostatins, das GH zu supprimieren, nicht zu beeinflussen scheint.

Bis heute gibt es in der vorliegenden Literatur keine Ergebnisse, welche einen
Zusammenhang des ssty mit der GH-Suppression beim Menschen zeigen.

Die negative Korrelation von sstz mit der Tumorvolumenreduktion ist Gberraschend, da
bereits 1996 von dem kanadischen Team um Sharma et al. gezeigt wurde, dass sst; in
vitro die Apoptose induziert. Dies hangt mit der dephosphorylierungsabhangigen
Konformationsénderung des p53 und der Induktion von Bax zusammen (114).

Losa et al. demonstrierten, dass vor- und untherapierte Hypophysenadenome bei
Akromegaliepatienten ahnliche apoptotische Indizes haben (115), wahrend der
Hauptproliferationsmarker Ki-67 bei den vortherapierten Tumoren um 53% weniger
exprimiert wurde als bei untherapierten Tumoren. Anhand dieser und anderer
Ergebnisse ist die Tumorvolumenschrumpfung mdglicherweise doch zuriickzufiihren
auf einen Zellzyklusarrest mit Reduktion des Tumorwachstums, tbermittelt via sst, und
ssts (116).
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Die TVR in Gruppe B von 36% (TVR) vs 23% (TVNR) unterscheidet sich nicht
signifikant.

Was jedoch in unserer Studie deutlich zu erkennen war, ist dass bei den Patienten die
eine TVR zeigten sst3 immunhistochemisch verstéarkt nicht nachgewiesen werden
konnte. Dies ist kontrar zu bisherigen Forschungsergebnissen. Anhand dessen muss
festgehalten werden, dass die TVR zusétzlich zu den sst-Subtypen Uber andere

Mechanismen, welche noch weitere Untersuchungen bendtigen, erfolgen muss.

Alternativ kénnte die Tumorvolumenschrumpfung mit der Inhibition der Hormon-
synthese wahrend der SSA-Therapie in Zusammenhang stehen. Morphologische
Anderungen nach Oct-Therapie zeigten kleinere kern- und zytoplasmatische Areale im
Vergleich zu untherapierten Tumoren (117). Die TV-Abnahme ist nach Beendigung der
Therapie schnell reversibel (71).

Beide Beobachtungen deuten auf eine mdgliche individuelle Volumenreduktion der

einzelnen Zellen und nicht auf eine Reduktion der Zellzahl insgesamt hin.

Es wurde auch ein eventueller Zusammenhang der Tumorschrumpfung mit einer
Aktivierung von sst, und ssts anstatt von ssts beschrieben (117). Obwohl wir nicht in der
Lage waren eine Korrelation zwischen den Rezeptor-Subtypen 2 und 5 und der
Tumorvolumenschrumpfung herzustellen, vielleicht aufgrund der geringen Fallzahl,
schlieBt dies keinen funktionellen Effekt abhangig von diesen Rezeptoren aus. Die von
uns beobachtete Korrelation zwischen der Abwesenheit von sstz und der Tumor-
schrumpfung ist von funktioneller Relevanz und bendtigt weitere klinische

Untersuchungen.

Neueste Literatur von 2006 macht im Gegensatz zu unseren Ergebnissen sst, fir die
TVR verantwortlich. Das italienische Team um Ferrante et al. fihrte eine Studie an acht
somatotrophen Tumoren, die dhnliche Level an sst, und ssts exprimierten, durch (118).
Zur Rezeptorbestimmung nutzten sie die RT-PCR und Western Blot Analysen. Das Ziel
Ihrer Untersuchungen war, den Effekt von Oct und superselektiven ssty- (BIM23120)
und ssts- (BIM23206) Analoga auf die apoptotische Aktivitdt und die Apoptose-Gen-
Expression in menschlichen somatotrophen Tumorzellen zu evaluieren. Ergebnisse
dieser Studie waren, dass diese selektiven Rezeptor-Analoga durch Erhéhung der p27-
Aktivitdt und Verminderung der Cyclin D1 Expression einen Wachstumsarrest
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induzierten. Sie konnten jedoch zeigen, dass Oct die Apoptose in menschlichen soma-
totrophen Tumorzellen Uber ssty induziert und nicht nur zu einer Zellverkleinerung flhrt.
Diese von Ferrante et al. getroffene Aussage konnten wir nicht bestatigen, da unsere
Ergebnisse zwischen TVR und ssto-Nachweis nicht signifikant waren.

Anhand der Untersuchungen der italienischen Gruppe wurde verdeutlicht, dass der
nachgewiesene Oct-Effekt zusammen mit dem zytostatischen Effekt der verwendeten
Analoga bei Akromegaliepatienten flr die Tumorvolumenschrumpfung verantwortlich
gemacht werden kann. Diese Aussage sollte jedoch aufgrund der Ergebnisse unseres

Kollektives nicht verallgemeinert werden und zu weiteren klinischen Studien anregen.

Auch ein positiver ssts3-Status konnte anhand der Literaturrecherche fir die TVR
verantwortlich gemacht werden. Hierzu konnte eine Fallbeschreibung von 2006 aus
Brasilien von Casarini et al. gefunden werden (119).

Bei dem 23-jahrigen Akromegaliepatienten konnte mit LAN-SR und Oct-LAR eine
75%ige TVR aber keine GH- und IGF-1-Normalisierung erreicht werden. Nach chirurg-
ischer Resektion des Tumors erfolgte eine Bestimmung der Expression der sst-
Subtypen mittels RT-PCR. Hiermit zeigte sich ein ungewdhnliches Rezeptor-Profil: fast
exklusiv wurde ssts exprimiert. Das Team suggerierte daher fir den sst; anhand des
unublichen klinischen Bildes und Somatostatin-Rezeptor-Profils eine wichtige Rolle fiir
die TVR. Die genutzten Medikamente binden bevorzugt sst, und ssts, welche bei
diesem Patienten nicht zu detektieren waren, und vermitteln Uber diese Rezeptoren ihre
GH- und IGF-1-senkende Wirkung. Damit kann das Nicht-Ansprechen von Oct und LAN
auch anhand unserer Ergebnisse erklart werden.

Aber auch dieser Fallbericht kann nicht verallgemeinert werden, da sich in den

vorliegenden Untersuchungen eine TVR bevorzugt bei Patienten ohne ssts zeigte.

Der Erfolg der medikamentésen préoperativen Therapie wird zusatzlich erhéht, wenn zu
einem positiven sst,-Status auBerdem ein positiver sst; zu finden ist.
Unter allen Respondern wiesen 85% beide Subtypen auf. Ebenfalls 85% der R

exprimierten ssty, sst; als auch ssts.

Seit der Entdeckung der verschiedenen Rezeptor-Subtypen sind immer wieder
Medikamente in klinischen Studien erprobt worden, von welchen man sich eine

spezifischere Rezeptor-Bindung erhoffte.
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So sind die Chimere, wie das BIM23A760 und das BIM23244, die an sst»-, ssts- und
Dopaminrezeptoren koppeln, hergestellt worden (120). Diese erzielen laut den
Untersuchungen von Jaquet et al. einen starkeren maximalen GH-Abfall als die
jeweilige Aktivierung des einzelnen Rezeptors. Ursachlich hierfir ist mdglicherweise die
heterodimere Assoziation beider Rezeptoren, die zu einer verstarkten biologischen
Aktivitdt flahrt. Diese Chimere koénnen auch einen GH-Abfall bei Oct-resistenten
Personen erreichen (120).

Shimon et al. konnten nachweisen, dass das SSA PTR-3173 mit einer hohen Affinitat
zum sstp, ssty und ssts das GH in vitro potent senkt ohne dabei einen Effekt auf die

Insulinsekretion zu verursachen (121).

Die Tumore, bei denen sst; und ssts nach einer unzuldnglichen Oct-Therapie
nachweisbar bleiben, kdnnten einen Angriffspunkt flir den Multirezeptor-Liganden
Pasireotide ® (SOM230) darstellen (122). Es gibt Hinweise, dass insbesondere Oct-
resistente Patienten durch eine hohe Zahl des ssts; gekennzeichnet sind. Dies lasst
SOM230 als ein viel versprechendes Medikament gerade flir diese Patientengruppe
erscheinen. Méglicherweise wird SOM230 durch die hohe Affinitat zu sst; und sst; als
eine tumorwachstumshemmende Substanz ausgezeichnet. Diese beiden Subtypen ver-
mitteln ihre Anti-Tumor Effekte durch Hemmung des Zellzyklus und Induktion der
Apoptose.

Sollten sich diese bisherigen Erkenntnisse bestatigen, misste der Einsatz der SSA zur
praoperativen Therapie der Akromegalie, welche bisher nicht routinemaBig indiziert ist,
dberprift werden. Das SSA SOM230 mit einer hohen Affinitat zu ssty, sst3 und ssts hat
im Vergleich zum Oct eine geringere Affinitdt zu sst, und eine siebenmal langere
Plasma-HWZ. Es inhibiert das freie IGF-1 potenter als Oct, was van der Hoek et al.
2005 belegen konnten (123).

Bei SOM230 konnte bei Rhesusaffen nachgewiesen werden, dass eine lang anhaltende
Suppression des IGF-1 besteht (123). Dies kann mit einer unterschiedlichen
intrazellularen Dynamik der Liganden-Rezeptorkomplexe der Subtypen 2 und 5
zusammen hangen, da beide nach der Ligandenbindung internalisiert werden. Ssts
weist jedoch ein frlhes und ausgepragtes Recycling aus intrazellularen Speichern,
zurtick in die Zellmembran, auf. Somit steht der Rezeptor flir eine erneute Bindung zur

Verfagung.
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Dieser Multirezeptor-Ligand kénnte bei Tumoren, die eine insuffiziente GHR zeigen, bei

welchen aber ssty und ssts persistieren, verwendet werden.

In den letzten Jahren ist die medikamentdse Therapie immer effektiver und praktikabler
geworden und es stellte sich die Frage, ob die Behandlung noch effektiver gestaltet
werden kann, wenn man die spezifische sst-Subtypen-Expression des Patienten
individuell berticksichtigt und gezielt spezifische Antagonisten einsetzt.

Daflir ist eine pramedikamentése pharmakologische Typisierung der Somatostatin-
Rezeptor-Subtypen bei allen Patienten notwendig. Vielleicht kénnte diese Therapie-
form sogar die derzeitige operative Goldstandarttherapie der transsphenoidalen

Tumorresektion verdrangen.

Dies ist die erste Studie, welche die immunhistochemische Expression der sst-
Subtypen auf Proteinebene in einer groBen Anzahl somatotropher Adenome, welche
primar operiert oder praoperativ. mit dem SSA Octreotid behandelt wurden,
gegenuberstellt.

In unbehandelten Tumoren wurden sst;, sstoa, sst3 und ssts entsprechend
immunhistochemisch exprimiert. In vorbehandelten Adenomen zeigte sich eine
Expression des sstoa, welche signifikant mit dem Abfall der GH-Konzentration korreliert.
Dies weist auf die wichtige Rolle dieses Rezeptor-Subtyps auf die Hemmung der GH-
Sekretion hin. Das Fehlen des sstoa in Adenomen, welche nicht auf den GH senkenden
Effekt des Oct ansprachen, spricht flr eine Aktivitatsminderung dieses Rezeptors
wahrend der Langzeittherapie mit SSA.

Unsere Daten indizieren, dass die Rolle des sst; mdglicherweise unbedeutend fir die
Reduktion des Tumorvolumens in somatotrophen Adenomen ist.
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5. Zusammenfassung

Die Akromegalie bleibt nach wie vor eine Herausforderung an den behandelnden Arzt.

Das Somatostatinanalogon Octreotid bindet bevorzugt am sst;a und in geringerer
Intensitat am ssts. Obwohl beide Rezeptor-Subtypen in GH-sezernierenden Adenomen
exprimiert werden, kontrolliert Oct nur in 65% der Akromegaliepatienten die GH-
Sekretion. Deshalb untersuchten wir die immunhistochemische Expression der sst-
Subtypen mit der Avidin-Biotin-Komplex-Methode in einer Gruppe somatotropher
Adenome.

Die Akromegaliepatienten wurden ohne medikamentdse Therapie (Gruppe A, n=14)
oder mit Oct (Mediandosis (Min-Max)) in einer Dosis von 1250 (300-1500) pg/d fir 5,6
(3-9) Monate (Gruppe B, n=20) vor chirurgischer Resektion therapiert.

In Gruppe B reduzierte Oct die GH-Sekretion in mehr als 50% bei 14 (70%) Patienten,
diese wurden als GH-Responder deklariert. Sechs Patienten mit einer geringeren als
50%igen GH-Suppression wurden als GH-non-Responder bezeichnet. Wir nutzten eine
Reihe umfassend charakterisierter Antikdérper um den immunhistochemischen sst-
Status in somatotrophen Adenomen zu ermitteln und die Expression zwischen den

beiden Gruppen zu vergleichen.

Es zeigte sich in Gruppe A, dass alle Tumore immunoreaktiv fir sstoa und alle, auBer
ein Tumor, ssts aufwiesen. Eine ahnliche Verteilung fanden wir bei den R in Gruppe B.
Im Gegensatz dazu exprimierte keiner der GHNR detektable sstoa (sstoa:GHR vs
GHNR, p<0,001), wahrend ssts in 70% der Adenome gefunden wurde. Sst; und ssts
wurden in 84% und 21% aller Falle nachgewiesen.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine Resistenz auf Oct in GH-sezernierenden
Adenome durch einen selektiven Verlust des sstoa mdglich ist, hinweisend auf die
bedeutende Rolle dieses Rezeptor-Subtyps fir die Hemmung der GH-Sekretion. Die
persistierende Expression der Rezeptor-Subtypen 1 und 5 weist darauf hin, dass diese

Tumore potentielle Ziele fur Pan-Somatostatin-Analoga darstellen.
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In dieser Studie von 20 Akromegaliepatienten konnte gezeigt werden, dass die TV-

Responder verstarkt keinen ssts aufwiesen.

Unsere Daten zeigen, dass das Vorhandensein von ssts3 moglicherweise unbedeutend
fir die Tumorvolumenreduktion in somatotrophen Adenomen ist. Um dies zu

verallgemeinern sind umfassendere Studien nétig.
Unklar ist nach wie vor, wovon die Volumenreduktion tatsachlich abhangt.
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6. Anhang

Tabelle 1.2: Symptomatik der Akromegalie

Haufigkeit Haufigkeit
Symptome (%) Symptome (%)
somatische
Veréanderungen endokrine Stérungen
+ Struma mit /ohne

» AkrenvergréBerung 100 Funtkionsstérung 70
» Weichteilschwellung von

Handen und FiiBen 100 * Amenorrhd 50

» Libido-, Potenzstérung
(Ménner) 45

* supraorbitale Wilste 80 + Galaktorrhé Frauen 40
* Arthropathie 75 Méanner <5
» Kopfschmerzen 70 * Hyperprolaktindmie 35
* Parésthesien 60 + verminderte Glucosetoleranz 30
 Stimmveranderung,

Kyphose, * beeintrachtiget Nebennieren-

Gewichtszunahme Je 50 Funktion 10
 Photophopie 40 » manifester Diabetes mellitus 5
* Karpaltunnelsyndrom 30
* Prognathismus,

Malokklussion 30
lokale Tumoreffekte Schalfstérungen
* SellavergréBerung 99 + Schlafapnoe bis 50
+ Gesichtsfeldausfalle 20 * Narkolepsie <5
Haut Viszeromegalie
« fleischige und teigige

Hénde 90 * ProstatavergréBerung 50
* Hyperhidrosis 80 » Makroglossie 30
* Hypertrichose (Frauen) 70 + Kolonpolypen 25-50
« "skin tags" 35 * Analprolaps Selten
 Acanthosis nigricans 25
kardiovaskuléare
Symptome Psychopathologie
¢ linksventrikulare

Hypertrophie 25-50  verminderte Vitalitat, Lethargie 50
* Hypertonie 25 « fehlende Selbstachtung 35
* Herzinsuffizienz 10-15 * Depression 30
* klinisch relevante

Arrythmien 10

Aus: von Werder. Klinische Neuroendokrinologie, Springer Verlag 2005, 2. Auflage



Tabelle 6.1: Charakterisierung der Patienten mit primér chirurgischer Therapie

Patient Alter Ge- Tumor Somatostatin Rezeptor Status

schlecht GroBe sst1 sst2 sst3 sstb

1 372 wP MA? pos poS neg pos

2 61 w MI® pos pos pos pos

3 58 m°® Ml pos pos neg pos

4 55 w MA pos pos neg poS

5 43 m MA neg pos neg pos

6 61 m Ml pos pos neg neg

7 64 m Ml pos pos pos pos

8 39 m MA neg pos neg pos

9 28 w MA pos pos neg poS
10 70 w Ml pos pos neg pos
11 30 w MA pos pos pos pos
12 34 m MA pos pos neg pos
13 34 w MA pos pos pos pos
14 62 m MA pos pos neg poS

MW+SE 48,33,9 7w/7m  5MI/OMA  12/14 (85%) 14/14 (100%) 4/14 (29%) 13/14 (92%)

Tabellenlegende:

% Alter bei Diagnosestellung, ® weiblich, ° mannlich, ¢ Makroadenom, ¢ Mikroadenom,
pos: positive immunhistochemische Farbung, neg: negative immunhistochemische Farbung
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Tabelle 6.2: Charakterisierung der Patienten mit praoperativer Oct-Therapie mit GH-Konzentrationen, GH-Abfall, Oct-Dosis,
Octreotide Response und Somatostatin-Rezeptor-Status

Patient Alter | Geschlecht| Tumor- | GH-Profil MW |  GH-Profil MW GH-Abfall Octreotide Octreotid- Somatostatin Rezeptor Status

gréBe basal (ug/l) | préaoperativ (ug/l) (%) Response dosis (ug/d) | sstt sst2 sst3 sst5

1 52° w’ MA® 37,8 22 -42 NR' 1500 pos neg neg pos
2 42 w MA 10,3 3,7 -64 RY 1500 pos pos neg pos
3 45 m° MA 9,8 6,9 -30 NR 1500 pos neg neg pos
4 66 w MA 3,7 0,9 -76 R 1500 pos pos pos pos
5 29 m MA 33,9 33 -3 NR 300 neg neg neg neg
6 25 m MA 127,9 1,9 -99 R 1500 pos pos neg pos
7 55 w MI® 28,6 9,1 -68 R 1500 neg pos pos pos
8 34 w MA 63,8 16,7 -74 R 1500 pos pos pos pos
9 33 w MA 65,3 30,9 -53 R 300 pos pos neg pos
10 31 m MA 13,7 2,5 -82 R 1500 neg neg neg neg
11 52 w MA 90,4 0,7 -99 R 1500 pos pos neg pos
12 31 m MA 86,7 6,4 -93 R 300 pos pos neg pos
13 50 w MA 29 5,6 -81 R 1000 pos pos neg pos
14 32 m MA 32,4 4,3 -87 R 300 pos pos neg pos
15 29 w MA 10,7 6,1 -43 NR 1500 pos neg neg neg

MW 42,93 + MW 10,05
6,5 pg/l 2,3ug/l
16 60 m MA 72,5 3,6 -95 R 1000 pos pos neg pos
17 55 w MA 7,3 1,2 -84 R 1000 nd" pos nd pos
18 46 w MA 92,3 15,8 -83 R 1000 pos pos neg pos
19 38 w MA 8,4 4,3 -49 NR 1000 pos neg neg pos
20 31 m MA 27,4 14,4 -47 NR 1000 pos neg pos pos
MW+SE 41,8+2,7 12w/8m 1MA/ MW 4158+ MW 7,86+2,9 ug/l -68% +58 14R/6NR MW 1110 pug/d 16/19 13/20 4/19 17/20
19MI 16,4 ug/l (84%)  (65%) (21%)  (85%)

Tabellenlegende:

2 Alter bei Diagnosestellung, bweiblich, °mannlich, d Makroadenom, ¢ Mikroadenom, f non-Responder, ¢ Responder, " nicht definiert (kein Wert vorliegend),

pos: positive immunhistochemische Farbung, neg: negative immunhistochemische Farbung
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Tabelle 6.3: Patienten mit praoperativer Therapie: Tumorvolumina, Tumorvolumenabfall,

IGF-1-Konzentrationen, IGF-1-Verhalten wahrend Oct-Therapie

Patient TV basal TV zur letzten Volumen- IGF-1 MW IGF-1 MW IGF-1 wahrend Oct
in mm?® Messung in mm? anderung (%) | basal (ng/l) wahrend Oct (ng/l) altersbezogen
1 6450,7 6531,4 1 1020,3 746,2 nicht normal
2 3702,9 4397,2 19 849,3 815,7 nicht normal
3 3845,3 2360,4 -39 1030 918,3 nicht normal
4 783,3 691,2 -12 386 350 nicht normal
5 55890,5 27770,1 -50 1936,3 936,7 nicht normal
6 8848,8 796,4 -91 11167,7 124,3 normal
7 3543,7 3386,6 -4 994,7 727 nicht normal
8 5864,3 5298.8 -10 825 947 nicht normal
9 7548,7 59447 -21 1153,7 780 nicht normal
10 25447 1633,6 -36 621,7 292 nicht normal
11 2760,3 1218,3 -56 1617,3 971,3 nicht normal
12 1583,4 1175 -26 1884 274,3 normal
13 3141,6 586,4 -81 872 190 normal
14 4908,7 2002,8 -59 862,7 385,6 nicht normal
15 2513,3 2387,6 -5 1026,7 1135,3 nicht normal
16 nd? nd -35 943 589 nicht normal
17 nd nd -80 465 217 normal
18 nd nd -5 616 589 nicht normal
19 nd nd -22 668 226 normal
20 nd nd -18 923 612 nicht normal
MW + SE 75954 + 4412,0 £ -31,5+5,6 % 1493,1 591,3 £ 61,4 ng/l 5 normal /
1887,1 mm® 994,1 mm?® 243,9 ng/l 15 nicht normal

Tabellenlegende:

? nicht definiert (kein Wert vorliegend)




7. Abkilrzungsverzeichnis

ABC
ACTH
AK
BCA
BSA
cm
cm?
cm?®
CT
DA
DAB
d.h.
DPX
ECL
EW

g

GH
GH-MW
GHNR
GHR
GHRH
Glc
GnRH
h

HVL
HWZ
IGF-1
IGFBP-3
IgG
IHC
i.m.
IRMA
IRP
AYA
kgKG
kDa

I

LH
LHRH
Lj.

M

MA
mA
MAPK
Max

Avidin-Biotin-Komplex
Adrenocorticotropes Hormon
Antikérper

Bicinchoninsaure

Beef-Serum-Albumin, Rinder-Serum-Albumin

Zentimeter (107)
Quadratzentimeter (cm x cm)
Kubikzentimeter (cm x cm x cm)
Computer-Tomographie

Dopamin Agonisten
Diaminobenzidin

das heifBt

EinschluBmittel fir Farbungen
enhanced-chemilumineszenz
Einwohner

Beschleunigung

Growth Hormone, Wachstumshormon
Growth Hormone-Mittelwert
Growth Hormone Non Responder
Growth Hormone Responder
Growth Hormone-Releasing Hormone
Glucose

Gonadotropin-Releasing Hormone
Stunde

Hypophysenvorderlappen
Halbwertszeit

Insulin-like growth faktor-1
Wachstumsfaktor

Immunglobulin G
Immunhistochemie

intramuskular
immunradiometrischer Assay
Internationale Reference Praparation
intra vends

pro Kilogramm Korpergewicht
Kilo-Dalton

Liter

Luteotropes Hormon
LH-Releasing Hormone
Lebensjahr

Molare Masse

Makroadenom: eine Tumorausdehnung >10mm

Milliampere
Mitogen aktivierte Proteinkinase

Maximum, héchste Hormonkonzentration in dem

jeweiligen Test
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MEN

mg
Ml
Min
min
Mio.
ml
mm
mm

MRT
MW

Nadir

NFA
ng
NGS
nm
NR

Oct
OoP
oGTT

PA
PBS
PBS-T

PCR
PRL

RIA

RT
RT-PCR
S.C.
SDS

SE
SPECT
SS

SSA
sst
TBPS

Multiple Endokrine Neoplasie

Typ | = Wermer-Syndrom: Hypophysen-,

Nebenschilddrisen-, Pankreasinseladenome,

Karzinoide

Milligramm (107%)

Mikroadenom: keine Tumorausdehnung >10mm

Minimun, geringste Hormonkonzentration

Minuten

Millionen (10°)

Milliliter (107%)

Millimeter (10°3)

Kubikmillimeter

Millimolar

Magnet-Resonanz-Tomographie

Mittelwert

Anzahl der Patienten

geringste Konzentration eines Hormons in dem

jeweiligen Test

non-funktionelle Adenome; keine Hormonabgabe

Nanogramm (10°)

normal goat serum

Nanometer (10°)

Non-Responder = Patienten, die weniger als 50%

Abfall des GH-MW oder weniger als 20% Rickgang

im TV zeigten

Octreotid (Sandostatin® ) = Somatostatinanaloga

Operation

oraler Glukose-Toleranz-Test

Pituitary (Hypophyse)

Pituitary adenoma (Hypophysenadenom)

Phosphat-Buffered Saline (Phosphatpuffer)

“Tween” = Polyaethylenglycolsorbitanmonolaurat —

Puffer

Polymerase-chain-reaction

Prolaktin (mammotropes Hormon)

Responder = Patienten, welche einen Abfall des

GH-MW >50% oder einen Rickgang des TV >20%
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