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1 Einleitung

1.1 Klassifikation neuroendokriner Tumoren

Neuroendokrine Tumoren (NET) des gastroenteropankreatischen Systems entstammen den

Zellen  des  diffusen  neuroendokrinen  Systems.  Sie  sind  seltene  Tumoren  des

Gastrointestinaltrakts (Klöppel et al. 2004). Aufgrund besserer diagnostischer Möglichkeiten

hat sich die Prävalenz erhöht. Die durchschnittliche Inzidenz aller NET von 1993-2004 nach

SEER-Daten (The National Cancer Institute´s Surveillance, Epidemiology, and End Results)

lag unter der weißen Bevölkerung bei 4,4 je 100.000 Einwohner und unter der schwarzen

Bevölkerung bei 6,5 je 100.000 Einwohner. Nach Daten des NRC (Norwegian  Registry of

Cancer) lag die Inzidenz von 1993-2004 bei 3,24 je 100.000 Einwohner (Hauso et al. 2008).

Eine Schwedische Studie berichtet für alle NET des Intestinaltrakts über eine Inzidenz von

2,0 je 100.000 Einwohner für Männer und 2,4 je 100.000 Einwohner für Frauen (Hemminki

und Li 2001).  

Mehr  als  100 Jahre ist  es her,  dass Siegfried  Oberndorfer  1907 den Begriff:  „Karzinoid“

einführte (Soga 2009).  Er  schrieb dem damals wenig verstandenen Tumor verschiedene

Eigenschaften zu. Er sei klein und komme multizentrisch vor (Soga 2009). Der Tumor sei

histologisch undifferenziert, ähnele aber einer drüsigen Neoplasie. Er zeige keine Tendenz,

das umgebende Gewebe lokal zu infiltrieren. Er metastasiere nicht, und wüchse langsam

ohne Anschein für einen bösartigen Verlauf (Soga 2009). Daher bezeichnete Oberndorfer

diesen  Tumor  als  „Karzinoid“.  Mit  dem  Namen  sollte  der  harmlose  Verlauf  des  Tumors

charakterisiert werden (Soga 2009).  

Allerdings sollte Oberndorfer nicht Recht behalten. Der Tumor, den er damals beschrieben

hatte, zeigte sehr wohl die Fähigkeit zu metastasieren. Dennoch sollte der Name „Karzinoid“

weiter bis in unsere heutige Zeit hinein bestehen. 

Die  Beurteilung  der  Dignität  allein  mit  Hilfe  von  histologischen  Kriterien  ist  nicht  immer

einfach.  Die im Jahre  2000 erschienene WHO-Klassifikation,  die unter  anderem auf  den

Arbeiten  von  Capella  beruht  (Auerswald  2008),  unterscheidet  zunächst  zwischen  reinen

neuroendokrinen und gemischt exokrin-endokrinen Tumoren (Klöppel et al. 2007).

Die reinen neuroendokrinen Tumoren werden weiterhin in drei bzw. vier Gruppen eingeteilt.

Die Gruppe 1a bezeichnet die gut differenzierten NET mit benigner Dignität. Die Gruppe 1b

beinhaltet die gut differenzierten neuroendokrinen Tumoren mit benignem oder niedriggradig

malignem Verhalten.  In  die  zweite  Gruppe fallen  die  gut  differenzierten neuroendokrinen

Karzinome  mit  niedriggradig  malignem  Verhalten.  Die  dritte  Gruppe  umfasst  die  wenig

differenzierten  neuroendokrinen  Karzinome  mit  hochgradig  malignem  Verhalten.  Die

Abschätzung des biologischen Verhaltens anhand der WHO-Klassifikation von 2000 erfordert
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den  Einsatz  mehrerer  Kriterien,  die  je  nach Organlokalisation  gering differieren.  In  einer

Studie  über  prognostische Faktoren gastroenteropankreatischer  NET zeigen  die  klinisch-

pathologischen Einteilungskriterien der WHO-Klassifikation von 2000 eine gute Korrelation

mit dem klinischen Verlauf bei den Patienten (Pape et al. 2008a).  

Die  NET  der  WHO-Gruppe  1a des  Gastrointestinaltrakts sind  per  definitionem  nicht

metastasierend, infiltrieren die Muscularis propria nicht,  sind histologisch gut differenziert,

sind gewöhnlich ≤1 cm groß, zeigen keine Angioinvasion, haben einen Ki-67-Index <2 % und

zeigen  in  der  Regel  kein  hormonales  Syndrom.  Die  NET  der  WHO-Gruppe  1b des

Gastrointestinaltrakts  weisen  bei  Diagnosestellung  keine  Metastasen  auf,  haben  die

Muscularis propria noch nicht infiltriert, sind histologisch gut differenziert, sind gewöhnlich ≤2

cm groß, können Angioinvasion zeigen, haben ebenfalls einen Ki-67-Index <2 % und zeigen

meist  kein hormonales Syndrom.  Die NET der  WHO-Gruppe 2 des Gastrointestinaltrakts

können bei Diagnosestellung Metastasen aufweisen. Sie infiltrieren die Muscularis propria,

sind histologisch gut differenziert, gewöhnlich  >2 cm, können Angioinvasion zeigen, haben

einen Ki-67-Index >2 % und weisen klinisch ein hormonales Syndrom auf.  Die NET der

WHO-Gruppe  3 des  Gastrointestinaltrakts  können  bei  Diagnosestellung  Metastasen

aufweisen.  Sie  infiltrieren  die  Muscularis  propria,  sind  histologisch  wenig  differenziert,

gewöhnlich  >2 cm groß, zeigen Angioinvasion, haben einen Ki-67-Index  >20 % und zeigen

in der Regel kein hormonales Syndrom (Klöppel et al. 2007). 
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Tab.1: Prognostische Kriterien für NET des Gastrointestinaltrakts nach WHO-Gruppen, entsprechend
der WHO-Klassifikation von 2000 (modifiziert nach Klöppel et al. 2007, S.10) 

Biologisches
Verhalten

Metastasen Invasion
der
Muscularis
propria

Histologische
Differenzierung

Tumorgröße
in cm

Angioinvasion Ki-67  in
%

Hormonales
Tumorsyndrom

Benigne
(WHO-
Gruppe 1a)

- - Gut
differenziert

≤1(a) - <2 -

Benigne  oder
niedriggradig
maligne
(WHO-
Gruppe 1b)

- - Gut
differenziert

≤2 -/+ <2 -

Niedrig-
gradig
maligne
(WHO-
Gruppe 2)

+ +(b) Gut
differenziert

>2 + >2 +

Hochgradig
maligne
(WHO-
Gruppe 3)

+ + Wenig
differenziert

Jede + >20 -

a Ausnahme: maligne duodenale Gastrinome sind gewöhnlich kleiner als 1 cm und auf die Submukosa beschränkt

b Ausnahme: benigne neuroendokrine Tumoren des Appendix infiltrieren gewöhnlich die Muscularis propria

Die NET der  WHO-Gruppe 1a des  Pankreas sind per definitionem nicht metastasierend,

infiltrieren  die  umgebenden  Organe  (Duodenum,  Magen)  nicht,  sind  histologisch  gut

differenziert, sind gewöhnlich ≤1 cm groß, zeigen keine Angioinvasion, haben einen Ki-67-

Index <2 % und können, wenn es sich um ein Insulinom handelt, ein hormonales Syndrom

verursachen.  Die  NET der  WHO-Gruppe  1b des  Pankreas  weisen  bei  Diagnosestellung

keine Metastasen auf, haben die umgebenden Organe noch nicht infiltriert, sind histologisch

gut differenziert, sind gewöhnlich >2 cm groß, können Angioinvasion zeigen, haben einen Ki-

67-Index <2 % und können ein hormonales Syndrom zeigen, wenn es sich um ein Insulinom

oder  andere  funktionelle  Tumoren,  wie  z.B.  Glukagonome handelt.  Die  NET der  WHO-

Gruppe 2 des Pankreas können bei Diagnosestellung Metastasen aufweisen. Sie infiltrieren

die umgebenden Organe, sind histologisch gut differenziert, sind gewöhnlich >3 cm, zeigen

Angioinvasion, haben einen Ki-67-Index >2 % und zeigen ein hormonales Tumorsyndrom,

wenn es sich um Insulinome oder andere funktionelle Tumoren handelt. Die NET der WHO-

Gruppe 3 des Pankreas können bei Diagnosestellung Metastasen aufweisen. Sie infiltrieren

die  umgebenden Organe,  sind  histologisch wenig  differenziert,  können jede Tumorgröße

aufweisen, zeigen Angioinvasion, haben einen Ki-67-Index >20 % und zeigen in der Regel

kein hormonales Tumorsyndrom (Klöppel et al. 2007). 

Eine Studie über molekulare Charakteristika gastroenteropankreatischer NET zeigt für NET

des  Pankreas,  dass  es  sinnvoll  ist,  die  WHO-Gruppe  1a (gut  differenzierte  NET  mit

benignem Verhalten) und  die  WHO-Gruppe 1b (gut differenzierte NET mit  benignem oder
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niedriggradig malignem Verhalten) in einer Gruppe zusammenzufassen (Duerr et al. 2008).

Die  NET  der  WHO-Gruppe  1a  und  1b des  Pankreas wiesen  mehr  molekulare

Gemeinsamkeiten  auf  als  NET der  WHO-Gruppe  1b und  NET der  WHO-Gruppe  2 (gut

differenzierte neuroendokrine Karzinome) (Duerr et al. 2008). 

Tab.2: Prognostische Kriterien für NET des Pankreas nach WHO-Gruppen, entsprechend der WHO-
Klassifikation von 2000 (modifiziert nach Klöppel et al. 2007, S.11)

Biologisches
Verhalten

Metas-
tasen

Invasion
umgebender

Organe

Histologische
Differenzierung

Tumor-
größe
in cm

Angio-
invasion

Ki-67
in %

Hormonales
Tumorsyndrom

Benigne
(WHO-Gruppe 1a)

- - Gut differenziert ≤1 - <2 -/+(a)

Benigne  oder
niedriggradig
maligne  (WHO-
Gruppe 1b)

- - Gut differenziert >2 -/+ <2 -/+(b)

Niedriggradig
maligne  (WHO-
Gruppe 2)

+ + Gut differenziert >3 + >2 +(b)

Hochgradig
maligne  (WHO-
Gruppe 3)

+ + Wenig
differenziert

Jede + >20 -

a Insulinome

b Insulinome  und andere  funktionelle Tumoren (z.B. Glukagonome)

Innerhalb der NET werden zwei verschiedene Typen unterschieden. Zum neuronalen Typ

gehören  Neuroblastome,  Phäochromozytome  und  Paragangliome.  Zum  epithelialen  Typ

werden die NET des Vorder-, Mittel-, und Hinterdarms gezählt. Die anatomische Gliederung

der epithelialen NET unterteilt die Tumoren anhand ihrer embryologischen Herkunft in drei

verschiedene  Gruppen.  Zu  den  NET  des  Vorderdarms  gehören  NET  des  Magens,  des

Duodenums, des proximalen Jejunums und des Pankreas. Unter die NET des Mitteldarms

fallen  die  Tumoren  des  distalen  Jejunums,  des  Ileums,  des  Zökums  und  der  Appendix

(Klöppel et al. 2007). Zu den Tumoren des Hinterdarms gehören die NET des Kolons und

Rektums (Klöppel et al. 2007). 

Während die Tumoren des neuroendokrinen Systems vom Pathologen früher anhand der

TNM-Klassifikation der Adenokarzinome des jeweiligen Organs eingeteilt worden waren, um

einen Anhaltspunkt für das Malignitätspotential zu erhalten, existieren heute Richtlinien für

das Staging und Grading der NET, die von der „European Neuroendocrine Tumor Society“

(ENETS) für die verschiedenen Lokalisationen auf den beiden Konsensus-Konferenzen 2005
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für die NET des Vorderdarms und 2006 für die NET des Mittel- und Hinterdarms in Frascati,

Rom festgelegt worden sind (Rindi et al. 2006a, 2006b). Die Ergebnisse wurden 2006 für die

NET des Vorderdarms und 2007 für die NET des Mittel- und Hinterdarms publiziert (Rindi et

al. 2006b, 2007). Eine Studie zeigt bereits die prognostische Relevanz der vorgeschlagenen

TNM-Klassifikation für NET des Vorderdarms (Pape et al. 2008). Parallel dazu existiert ein

weiteres  Staging-System,  das  2009  durch  das  „American  Joint  Committee  on  Cancer“

(AJCC), bzw. durch die „Union internationale contre le cancer“ (UICC) 2009 publiziert wurde;

und das für viel Verwirrung gesorgt hat, da es mit den ENETS-Kriterien nicht identisch ist

(Klöppel et al. 2010). 

Das „Grading“ der Tumoren beruht auf der Mitoserate und dem Ki-67-Index.  G1-Tumoren

haben  eine  Mitoserate  von  <2/10  HPF  („high-power-field“)  und  einen  Ki-67-

Proliferationsindex von ≤2 %;  G2-Tumoren zeigen eine Mitoserate von 2-20/10 HPF und

einen Ki-67-Proliferationsindex von 3-20 %;  G3-Tumoren eine Mitoserate von >20/10 HPF

und einen Ki-67-Proliferationsindex von >20 %.  

Tab.3: „Grading“-System für neuroendokrine Tumoren (modifiziert nach Klöppel et al. 2007, S.13)

Grad Mitoserate (10 HPF) (a) Ki-67-Index in % (b)

G1 <2 ≤2

G2 2-20 3-20

G3 >20 >20

a 10 HPF: „high power  field“= 2mm², mindestens 40 Felder evaluiert, in Bereichen der höchsten mitotischen Aktivität

b MiB1-Antikörper, in % von 2000 Zellen in Bereichen mit der höchsten Kernfärbung

Ende 2010 wurde von der WHO eine neue Klassifikation für die neuroendokrinen Tumoren

ausgearbeitet.  Das neue Klassifikationssystem stellt  eine Vereinfachung und Abwandlung

des  Klassifikationssystems  aus  dem  Jahre  2000  dar.  Ziele  waren  unter  anderem,  eine

einheitliche  Klassifikation  für  NET,  unabhängig  von  deren  Lokalisation,  zu  erzielen,  und

darüber hinaus die aufwendige Hybridklassifikation (siehe Tab. 1/2), die sowohl das Grading,

als auch Staging-Parameter wie die Größe und Metastasierung berücksichtigt, zu verlassen

(Klimstra et al. 2010). Ein Nachteil für die klinische Praxis in der Klassifikation von 2000, der

mit der neuen Klassifikation entfällt, ist außerdem die Tatsache, dass NET anders gruppiert

werden, falls im Verlauf Metastasen auftreten. Der Tumor bei Erstdiagnose bekommt einen

anderen Namen, falls sich doch eine Metastasierung entwickelt (Klimstra et al. 2010). 
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Das neue Klassifikationssystem benutzt für die neuroendokrinen Tumoren den Oberbegriff

„neuroendokrine Neoplasie“ (Klimstra et al. 2010, Klöppel 2011). Der Begriff neuroendokrine

Neoplasie (NEN) stellt den akkurateren Begriff dar, weil man davon ausgeht, dass alle NET

potentiell  maligne sind (Klimstra et  al.  2010,  Klöppel 2011). Trotzdem genießt  der Begriff

neuroendokriner Tumor weitgehende Akzeptanz (Klimstra et al. 2010, Klöppel 2011) und wird

auch als Oberbegriff in der Klinik weiter Verwendung finden. 

Nach der neuen Klassifikation werden die Tumoren nur noch nach Differenzierung und dem

Grading  nach  Ki-67-Index  und  Mitosezahl  kategorisiert  (siehe  Tab.3).  Das  biologische

Verhalten wird in niedriggradig maligne, intermediärgradig maligne und hochgradig maligne

unterteilt  (klimstar  et  al.  2010).  Es  wird  zwischen  den  drei  verschiedenen  Entitäten

neuroendokrine Neoplasie Grad 1 (NEN-G1),  neuroendokrine Neoplasie Grad 2 (NEN-G2),

und neuroendokrine Neoplasie Grad 3, für die der Begriff neuroendokrines Karzinom (NEC-

G3) reserviert ist, unterschieden. Die NEN-G1 und die NEN-G2 werden als gut differenzierte

NET zusammengefasst. Davon abgegrenzt werden die wenig differenzierten  NEC-G3. Die

wenig  differenzierten  NEC-G3 werden  weiter  in  kleinzellige  und  großzellige  NEC-G3

eingeteilt  (Klimstra  et  al.  2010,  Klöppel  2011).  Eine  wenig  differenzierte  NEN  wird

automatisch als hochgradig maligner  G3-Tumor angesehen und in die Kategorie  NEC-G3

eingeordnet  (Klimstra et  al.  2010).  Eine Übersicht  über die neue WHO-Klassifikation von

2010 ist in Tab. 4, ein Vergleich zwischen der alten und neuen Klassifikation ist in Tab. 5

dargestellt.

Tab.4 WHO-Klassifikation für gastroenteropankreatische NET von 2010 (modifiziert nach Klimstra et
al. 2010, S.709)

Tumorgrad Einteilung nach WHO-Klassifikation von 2010

Niedriggradig Neuroendokrine Neoplasie, Grad 1 (NEN-G1)

Intermediärgradig Neuroendokrine Neoplasie, Grad 2 (NEN-G2)

Hochgradig Neuroendokrines Karzinom, Grad 3 (NEC-G3), 

Kleinzelliges Karzinom

Neuroendokrines Karzinom, Grad 3 (NEC-G3),

Großzelliges Karzinom
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Tab.5 Vergleich der WHO-Klassifikationssysteme für gastroenteropankreatische NET von 2000 und
2010 (modifiziert nach Klöppel 2011, S.2, Klöppel et al. 2007, S.10/11)

WHO-Klassifikation  für  NET  des
gastroenteropankreatischen  Systems  von
2000

WHO-Klassifikation  für  NEN  des
gastroenteropankreatischen  Systems  von
2010

(1) Gut  differenzierter  neuroendokriner
Tumor  mit  benignem  oder
unsicherem  Verhalten  (WDET)

(2) Gut  differenziertes  neuroendokrines
Karzinom (WDEC)

(1)  Neuroendokrine(r)  Neoplasie/Tumor  G1
(Karzinoid) oder G2 (NET)

(3) Wenig  differenziertes  neuroendo-
krines Karzinom (PDEC)

(2)  Neuroendokrines  Karzinom  G3,  groß-
zelliger oder kleinzelliger Typ (NEC)

1.2 Charakteristika der Tumoren in Abhängigkeit von der Lokalisation

NET sind wahrscheinlich die heterogenste Gruppe aller Neoplasien. Sie kommen nicht nur

im gesamten Verdauungstrakt (mit Ausnahme des Ösophagus) und in der Lunge vor; ihre

biologische Aggressivität, die hormonelle Aktivität, die Behandlung und die Art der klinischen

Manifestation unterscheiden sich maßgeblich in Abhängigkeit von der Primärlokalisation. Im

Folgenden  werden  die  individuellen  Charakteristika  der  neuroendokrinen  Tumoren  des

Dünndarms, des Kolorektums und des Pankreas hervorgehoben.

Dünndarm

NET des Dünndarms sind submukös lokalisiert. Die bedeckende Mukosa kann ulzeriert sein.

Sie können ein insuläres, trabekuläres oder azinäres Wachstumsmuster zeigen (Iacobuzio-

Donahue  2005).  Grundsätzlich  muss  man  embryologisch  zwischen  den  Tumoren  des

Duodenums  und  des  Jejunums/Ileums  unterscheiden.  Ungefähr  zwei  Drittel  der  im

Duodenum lokalisierten NET sind Gastrinome. Nur ungefähr ein Drittel der Gastrinome sind

funktionell  und  erzeugen  das  Zollinger-Ellison-Syndrom.  Beim  Zollinger-Ellison-Syndrom

kommt es durch eine Hypersekretion von Magensäure zu einer rezidivierenden peptischen

Ulkuserkrankung  (Hasler  et  al.  2005).  In  50  %  aller  Fälle  sind  Gastrinome  bereits  bei

Diagnosestellung metastasiert. Im Duodenum eher seltene, im restlichen Dünndarm sonst

häufiger vertretene NET sind Somatostatinome. Ein Drittel aller Somatostatinome sind mit

der Neurofibromatose Typ 1 assoziiert (Iacobuzio-Donahue 2005). 

Die Tumoren des Jejunums, Ileums bzw. des Meckel´schen Divertikels zeigen häufig keine

Symptome.  Sie  können  unspezifische  Beschwerden,  wie  abdominale  Schmerzen  und

Obstruktion im Sinne eines Subileus zeigen. Das Karzinoid-Syndrom präsentiert sich nahezu

ausschließlich  nach  hepatischer  Metastasierung.  Typischerweise  können  wässrige
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Diarrhöen, Flush-Anfälle, Bronchokonstriktion und Rechtsherzversagen auftreten (Gustaffson

et al. 2008).

Für  Patienten  mit  einem  neuroendokrinen  Tumor  des  Dünndarms  und  hepatischer

Metastasierung  beträgt  die  Fünf-Jahres-Überlebensrate  in  etwa  40  %,  die

Gesamtüberlebensrate liegt bei 64,1 % (Gustaffson et al. 2008).

Kolorektum

Die häufigste Lokalisation ist  das Rektum, gefolgt vom Zökum; die Tumoren präsentieren

sich als submukös gelegene Knoten, mit darüber liegender Mukosa, die ulzeriert sein kann

(Iacobuzio-Donahue  2005).  Kolorektale  neuroendokrine  Tumoren  können  durch  rektale

Blutungen,  abdominale  Schmerzen  und  Stuhlunregelmäßigkeiten  auffallen;  50  %  der

Patienten mit rektaler Manifestation sind asymptomatisch (Gustaffson et al. 2008). Während

die Tumoren des Rektums eine 5-Jahres-Gesamtüberlebensrate von 72 % aufweisen, liegt

sie bei den neuroendokrinen Tumoren des Kolons nur bei 42 % (Iacobuzio-Donahue 2005).

Pankreas

NET des Pankreas sind zu 55 % hormonell aktiv (Herold 2008). Man unterscheidet je nach

Hormonproduktion Insulinome, Gastrinome, Vipome und Glukagonome. Das Insulinom ist im

Allgemeinen klein, solitär und nur in weniger als 10 % aller Fälle maligne (Herold 2008),

wobei die neue WHO-Klassifikation davon ausgeht, dass alle NET potentiell maligne sein

können (Klimstra et al. 2010). Ungefähr 20 % der hormonaktiven Tumoren sind Gastrinome.

Vipome und Somatostatinome sind sehr seltene Tumoren. Vipome können mit dem Verner-

Morrison-Syndrom einhergehen,  Somatostatinome mit dem Somatostatin-Syndrom (Herold

2008). 

Das  Verner-Morrison-Syndrom  wird  durch  die  Aktivierung  der  intestinalen  und

pankreatischen  Adenylcyclase  durch  Vasointestinales  Polypeptid  (VIP)  hervorgerufen.  Es

kommt daraufhin zu einer vermehrten Pankreas- und Dünndarmsekretion, die sich klinisch

als  Trias  aus  wässrigen  Durchfällen,  Hypokaliämien  und  Hypo-,  bzw.  Achlorhydrien

manifestiert. Das Somatostatin-Syndrom zeichnet sich durch die Entwicklung eines Diabetes

mellitus und der gehäuften Präsentation von Gallensteinen aus (Herold 2008).  

Die  hormoninaktiven Tumoren  sind durchschnittlich  etwas größer.  Sie  fallen  durch keine

klinischen Symptome auf. Sie sind häufig Zufallsbefunde in der bildgebenden Diagnostik. Die

Beurteilung  der  Metastasierungswahrscheinlichkeit  ist  wie  bei  allen  anderen

neuroendokrinen Tumoren schwierig.  Die Größe spielt  bei  den hormoninaktiven Tumoren

eine  entscheidende  Rolle.  Tumoren,  die  kleiner  als  2  cm  sind,  zeigen  eher  benignes
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Verhalten, größere Tumoren haben ein signifikant erhöhtes Risiko für eine Metastasierung

(Iacobuzio-Donahue 2005).

1.3 Therapie

So  heterogen,  wie  die  NET  des  enteropankreatischen  Systems  sich  präsentieren,  so

unterschiedlich  sind  auch  die  Therapieoptionen.  Die  einzig  kurative  Therapie  ist  die

chirurgische Resektion, die als R0-Resektion angestrebt wird (Plöckinger und Wiedenmann

2007).  Die palliative Therapie richtet  sich danach,  ob durch exzessive  Hormonproduktion

Symptome wie  Flush-Anfälle  auftreten oder  ob eine unspezifische Symptomatik  wie  z.B.

abdominelle  Beschwerden  durch  infiltrative  Prozesse  vorliegt.  Die  Behandlung  mit

Somatostatinanaloga bildet die Basis zur Kontrolle hormonabhängiger Symptome bei nicht-

resektablen  neuroendokrinen  Karzinomen  (Cameron  und  Ramadori  2010).

Somatostatinanaloga  wie  Lanreotid  oder  Octreotid  binden  an  Somatostatinrezeptoren,

vorwiegend an sst2 und sst5, und sind in der Lage, die durch exzessive Hormonproduktion

entstehenden Symptome abzuschwächen.  Darüber hinaus kann das Tumorwachstum bei

Patienten,  die  auf  die  Medikation  ansprechen,  gehemmt  werden  (Arnold  et  al.  1993,

Plöckinger und Wiedenmann 2007). In einer Studie über den Einfluss von Octreotid auf NET

des  gastroenteropankreatischen Systems konnte eine Stabilisierung des Tumorwachstums

für 18 Monate im Median nachgewiesen werden (Arnold et al. 1996). 

Bei  Therapieversagen  mit  Somatostatinanaloga können unterschiedliche  Chemotherapien

oder  sogar  Interferone  als  Alternative  zum  Einsatz  kommen.  Interferone  können  die

hormonabhängigen Syndrome kontrollieren, allerdings ist ihr Nebenwirkungsspektrum größer

als  bei  den  Somatostatinanaloga  (Plöckinger  und  Wiedenmann  2007).  Zu  den

unterschiedlichen Chemotherapien, die bei einem Tumorprogress zur Anwendung kommen,

zählen  verschiedene  Alkylanzien  wie  Oxaliplatin,  Capecitabine  (Bajetta  et  al.  2007),

Dacarbazin (Mitry et al. 1999) und Etoposid (Mitry et al. 1999). Darüber hinaus komplettieren

Therapien  mit  m-TOR-Inhibitoren  bei  fortgeschrittenen  NET des  Pankreas,  die  nicht  auf

Chemotherapie ansprechen (Yao et al. 2010) und Therapien mit dem initial beim Glioblastom

eingesetzten  Temozolomid  (Ekeblad  2007),  einer  oralen  Vorstufe  von  Dacarbazin,  das

überaus breite Behandlungskonzept der NET. Temozolomid kann sowohl als Monotherapie

(Ekeblad 2007), als auch als Kombinationstherapie mit Capecitabine (Strosberg et al. 2011)

den Tumorprogress in fortgeschrittenen NET verlangsamen.   

Als zusätzliche palliative Therapieoption bei  fortgeschrittenen neuroendokrinen Karzinomen

werden  Radioisotopen-markierte  Somatostatinanaloga  eingesetzt,  die  an  die

Somatostatinrezeptoren andocken und lokal  β-Strahlung freisetzen.  Die  Verwendung von
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[90Y-DOTA0Tyr3]-Octreotid oder [177Lu-DOTA0Tyr3]-Octreotat kann eine Tumorregression

bewirken (Kaltsas 2005). 

Neuere  Therapiekonzepte  wie  der  Einsatz  von  Tyrosinkinaseinhibitoren  und

antiangiogenetischer  Therapie  sind  Gegenstand  klinischer  Studien  (Plöckinger  und

Wiedenmann  2007).  Eine  neue  klinische  Studie  zeigt  eine  Verlängerung  des

remissionsfreien  Überlebens  von  Patienten  mit  fortgeschrittenen  pankreatischen

neuroendokrinen Tumoren, die mit Sunitinib behandelt wurden (Raymond et al. 2011). Eine

Vakzinierungstherapie mit dendritischen Zellen könnte bei fortgeschrittenen neuroendokrinen

Tumoren vielversprechend sein (Schott et al. 1999, Schott und Seissler 2003).

1.4  Das Konzept des Tumorstromas

Lange  Zeit  wurde  vernachlässigt,  dass  Tumoren  nicht  nur  Zellverbände  aus  genetisch,

morphologisch  und  funktionell  veränderten  Zellen  sind,  sondern  dass  sie  von  einem

komplexen Netzwerk aus Fibroblasten, Blutgefäßen, Immunzellen, und extrazellulärer Matrix

durchzogen werden: dem Tumorstroma oder „Mikroenvironment“. Zu jeder Zeit interagieren

die  Tumorzellen  (Whiteside  2008).  Die  Stromazellen  unterwerfen  sich  entweder  dem

Kommando des Tumors und erwerben promaligne Eigenschaften oder sie entziehen sich

dem Einfluss des Tumors und entwickeln antimaligne Verhaltensweisen (Witz 2008). Eine

herausragende Rolle im Tumorstroma spielen die Immunzellen (Whiteside 2008).

1.5 Tumor und Immunsystem

In vielen unterschiedlichen Tumoren spielen Immunzellen eine entscheidende Rolle für die

Tumorprogression  bzw.  -regression.  Man  geht  beim  Zusammenspiel  von  Tumor  und

Immunsystem heute von der sogenannten „Three E´s-Hypothese“ aus (Swann und Smyth

2007). Die drei Es stehen für die drei Phasen der Interaktion „elimination“, „equilibration“ und

„escape“.  Das  bedeutet,  dass  der  Tumor  zunächst  vom  Immunsystem  kontrolliert  und

einzelne  maligne  entartete  Zellen  erkannt  bzw.  zerstört  werden.  Wenn  die  Elimination

allerdings nur partiell abläuft, kommt es zur zweiten Phase, in der das Immunsystem den

Tumor  zwar  kontrollieren,  ihn  aber  nicht  vollständig  zerstören  kann.  Es  resultiert  ein

Equilibrium.  In  der  dritten  Phase  „entkommt“  der  Tumor  den  Abwehrfunktionen  des

Immunsystems. Der Tumor produziert Zytokine, die das Immunsystem inhibieren und das

Wachstum des Tumors fördern können (Swann und Smyth 2007). Obwohl bekannt ist, dass

Entzündungsreaktionen die Enstehung von Tumoren fördern (Balkwill und Mantovani 2001),

heißt dies im Umkehrschluss nicht, dass die Immunzellen in Tumoren in ein entzündliches

Milieu eingebettet sind (Cameron et al. 2008). 
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Im Tumorstroma können sowohl Zellen des spezifischen Immunsystems als auch Zellen des

unspezifischen Immunsystems vorkommen. Während T-Lymphozyten,  dendritische Zellen,

Makrophagen und polymorphonukleäre Leukozyten regelmäßig vorkommen, finden sich B-

Lymphozyten gelegentlich und natürliche Killerzellen eher selten (Whiteside 2008).  

Zu den Tumoren, die bisher eingehender auf ihre Interaktionen mit dem Immunsystem und

ihrem Stroma  untersucht  wurden,  gehören  das  kolorektale  Karzinom  (Naito  et  al.  1998,

Ropponen et al. 1997, Sandel et al. 2005, Suzuki et al. 2002),  das Mammakarzinom (Bell et

al. 1999), das Prostatakarzinom (Sfanos et al. 2009) und das maligne Melanom (Clemente et

al.  1996,  Hussein  2005).  Dabei  hat  das  Auftreten  bestimmter  Zelltypen  Einfluss  auf  die

Prognose der  Patienten.  Eine  große Anzahl  von Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM)

korreliert in der Regel mit einer schlechten Prognose (Solinas et al. 2009). So können TAM

eine  Reihe  von  Wachstumsfaktoren,  Zytokinen  und  Enzymen  produzieren,  die  das

Wachstum, die Angiogenese, die Invasion und die Metastasierung von Tumoren stimulieren

(Lewis und Pollard 2006). TAM entstehen aus im Blut zirkulierenden Monozyten, die von

CD34-positiven  Progenitorzellen  aus  dem  Knochenmark  abstammen  (Lewis  und  Pollard

2006). Obwohl ein Großteil  der TAM aus peripheren Monozyten entsteht, die von lokalen

Chemokinen zum Tumorgewebe gelockt werden, gibt es Mechanismen, die eine Proliferation

der TAM im Tumor selbst begünstigen (Bingle et al. 2002). Man unterscheidet darüber hinaus

zwei  Subpopulationen  von  Makrophagen,  die  sich  in  ihrem  Zytokinmuster,  das  sie

exprimieren, unterscheiden (Solinas et al. 2009). Zum einen gibt es die M2-Makrophagen,

die einen großen Anteil  der Makrophagen im Tumorgewebe darstellen (Sica et al.  2008).

Diese Makrophagen exprimieren viel Interleukin-10 (IL-10) und wenig Interleukin-12 (IL-12)

(Mantovai  et  al.  2004).  M2-Makrophagen  produzieren  außerdem  im  Allgemeinen  wenig

proinflammatorische  Zytokine  wie  Interleukin-1  (IL-1),  Interleukin-6  (IL-6)  und

Tumornekrosefaktor-α  (TNF-α)  (Mantovani  et  al.  2004).  Die  Bezeichnungen  der

unterschiedlichen  Makrophagenpopulationen  haben  ihren  Ursprung  darin,  dass  die  M2-

Makrophagen  und  ihre  spezifischen  Untergruppen  in  erster  Linie  eine  TH2-dominierte

Antwort  induzieren,  währenddessen  die  M1-Makrophagen  wenig  IL-10,  viel  IL-12

produzieren und eher eine TH-1-dominierte Antwort erzeugen (Mantovani et al. 2004). Die

Differenzierung  zu  einem  der  beiden  Makrophagen-Typen  erfolgt  durch  Zytokin-Stimuli.

Während  Interferon-γ  (INF-γ)  und  Lipopolysaccharid  (LPS)  die  Polarisation  zu  M1-

Makrophagen  fördern,  begünstigen  Interleukin-4  (IL-4)  und  Interleukin-13  (IL-13)  die

Entstehung von M2a-Makrophagen, Immunkomplexe und „Toll-like-receptor“-Liganden (TLR-

Liganden)  die  Differenzierung  zu  M2b-Makrophagen,  und  IL-10  bzw.  Glukokortikoide  die

Reifung zu M2c-Makrophagen (Mantovani et al. 2004). Darüber hinaus unterscheiden sich

die  beiden  Makrophagen-Populationen  in  ihren  Aufgaben.  M1-Makrophagen  sind

normalerweise zuständig für die Abwehr von viralen oder mikrobiellen Infektionen (Solinas et
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al. 2009). Die M2-Makrophagen kommen speziell bei der Abwehr von Parasiten (Raes et al.

2007) und bei der Heilung von Wunden zum Einsatz (Solinas et al. 2009). 

Außerdem spielen dendritische Zellen eine große Rolle in einer Vielzahl unterschiedlicher

Tumorentitäten.  Sie  gelten  als  potente  Antigen-präsentierende  Zellen  und  sehr  starke

Stimulatoren  von  T-Zellen  (Hart  1997).  Dabei  sind  sie  sehr  eng  mit  den  Makrophagen

verwandt. Sie stammen sowohl von myeloiden als auch von lymphoiden Vorläuferzellen ab

(Hussein  2005).  Unter  Einfluss  von  GM-CSF  können  CD34-positive  Progenitorzellen  zu

dendritischen Zellen heranreifen (Caux et al. 1994). Es konnte beobachtet werden, dass die

Differenzierung  von  Monozyten  zu  dendritischen  Zellen  unter  Einfluss  hoher  IL-10-

Konzentrationen inhibiert wird (Sica et al. 2008). Darüber hinaus können noch in sehr späten

Reifestadien Makrophagen in dendritische Zellen in Abhängigkeit spezifischer Zytokinsignale

umgewandelt werden (Palucka et al. 1998). Die dendritischen Zellen werden weiter in reife

und  unreife  dendritische  Zellen  eingeteilt.  Unreife  dendritische  Zellen  besitzen

Phagozytosefähigkeit.  Sie  nehmen  Tumorantigene  auf,  differenzieren  sich  in  reife

dendritische Zellen und können danach T-Lymphozyten im Lymphknoten oder in sekundären

lymphatischen Geweben stimulieren (Sandel et al. 2005). Es wurde ebenfalls beobachtet,

dass reife dendritische Zellen sich im Tumorstroma in sogenannten „Clustern“ anordnen und

dort  direkt  T-Lymphozyten  stimulieren  können  (Suzuki  et  al.  2002).  Während  unreife

dendritische Zellen Oberflächenantigene wie S-100 (Sandel et al. 2005) und CD1a (Bell et al.

1999) exprimieren, benötigen reife dendritische Zellen zur Costimulation von T-Lymphozyten

andere Oberflächenantigene wie CD83 und DC-LAMP  (Bell et al. 1999). Der Einfluss, den

dendritische Zellen auf die Prognose von Tumoren haben, ist komplex und je nach Tumorart

unterschiedlich  bzw.  abhängig  vom  dominanten  dendritischen  Zelltyp  und  seiner

Lokalisation.  Beim malignen Melanom ist die Anzahl reifer dendritischer Zellen im Tumor,

peritumoral und in der umliegenden Epidermis verringert  (Hussein 2005). Darüber hinaus

findet man hauptsächlich unreife dendritische Zellen in der Tumorregion, die keine effektive

T-Zell-Stimulation hervorrufen (Hussein 2005). Beim kolorektalen Karzinom erwies sich die

Anwesenheit  von reifen dendritischen Zellen zwischen den Tumorzellen und von unreifen

Zellen im Randbereich des Tumors als  prognostisch ungünstig  (Sandel  et  al.  2005).  Ein

Erklärungsansatz  hierfür  ist,  dass  unreife  Zellen  auf  dem Weg zu den  Tumorzellen,  mit

denen  sie  in  Kontakt  treten  müssen,  um  Antigene  aufzunehmen,  gehemmt  werden.  Im

Gegenzug werden reife dendritische Zellen, die bereits Tumorantigene aufgenommen haben,

zwischen den Tumorzellen „gefangen“ gehalten (Sandel et al. 2005). 

Die Anzahl der T-Lymphozyten korreliert in fast allen Tumoren mit der Prognose. Eine hohe

Anzahl an T-Lymphozyten bedeutet in der Regel eine günstigere Prognose (Clemente et al.

1996, Naito et al. 1998, Sato et al. 2005, Zhuang et al. 2010). Eine Subpopulation der T-

Zellen,  die  „forkhead-box-P3“(FOXP3)-exprimierenden  regulatorischen  T-Zellen  (Tregs),

 18



können  ein  ambivalentes  Verhalten  zeigen.  Während  die  prozentuale  Anzahl  einer

Untergruppe regulatorischer Zellen, z.B. beim großzelligen Bronchialkarzinom mit höherem

Tumorstadium zunimmt (Ju et al. 2009), korreliert die Anzahl von FOXP3-positiven Zellen

beim  Kardiakarzinom  mit  einer  besseren  Prognose.  Es  wird  argumentiert,  dass  Tregs

vermutlich  entzündliche  Prozesse  hemmen,  die  die  Karzinogenese  fördern  (Haas  et  al.

2009).  

Viel  Aufmerksamkeit  in  der  Erforschung  des  Tumorstromas  haben  Zytokine  erlangt,  die

sowohl  pro-  als  auch  antimaligne  Eigenschaften  besitzen.  Involviert  in  das  komplexe

Zusammenspiel  zwischen  Tumor-  und  Stromazellen  sind Zytokine  wie  TNF-α,  IL-1,  IL-6,

Makrophagen-anlockende Zytokine wie CCL-2 (CC-Chemokin-Ligand 2,  entspricht  MCP1,

„monocyte-chemoattractant-protein“),  TGF-β („tumor-growth-factor-β“) oder NFκB („nuclear-

factor-κ of activated b-cells“) (Solinas et al. 2009). Es lässt sich nicht vorhersagen, ob ein

Zytokin eher  promaligne oder antimaligne Eigenschaften zeigt.  TGF-β zum Beispiel  kann

sowohl Apoptose, als auch die Metastasierung fördern (Witz 2008). Auch TNF-α und NFκB

haben  pro- und antimaligne Eigenschaften (Witz 2008). Dadurch wird das Verständnis des

Tumorstromas erschwert. Dennoch scheint das Tumorstroma eine überragende Rolle in der

Kanzerogenese zu spielen, so dass es trotz seiner Komplexität und seiner „zweischneidigen“

Funktion (Witz 2008) in der Entwicklung neuer Therapiemodalitäten nicht ignoriert werden

darf.

1.6 Fragestellung

Das Tumorstroma und die Interaktion zwischen Immunzellen und Tumor spielen in vielen

Tumorentitäten eine herausragende Rolle. So zeigen andere gastrointestinale Tumoren wie

das kolorektale Karzinom ein  ausgeprägtes Tumorstroma mit  einer  Vielzahl  infiltrierender

Zellen (Ropponen et al.   1997, Sandel et al.  2005,  Suzuki et al.  2002,  Xie et al.  2006).

Gastrointestinale  Stromatumoren,  die  wie  die  neuroendokrinen  Tumoren  im

Gastrointestinaltrakt  submukös lokalisiert  sind,  zeigen ebenfalls  ein eigenes Tumorstroma

(Cameron et al. 2008). Das Mikroenvironment der neuroendokrinen Tumoren wurde bislang

nicht  untersucht.  Es  gibt  wenige  Arbeiten,  die  ein  Auftreten  von  T-Zellen  im  Blut  von

Patienten mit NET des Mitteldarms zeigen (Vikman et al. 2008, 2009). 

Es  existiert  eine  Vielzahl  offener  Fragen  zum  Stroma  neuroendokriner  Tumoren.  Die

folgende  Arbeit  hat  daher  das  Ziel,  das  Mikroenvironment  humaner  NET  anhand

immunhistochemischer Analysen zu untersuchen und so Immunzellen, die eine Rolle in der

Tumorprogression spielen könnten, zu identifizieren. 

In dieser Arbeit sollen folgende Fragen untersucht werden:
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1.  Wie  ist  die  Verteilung  der  NET  aus  meinem  Tumorkollektiv  in  Abhängigkeit  der

Organlokalisation, der WHO-Klassifikation, des Gradings, der Größe, des Geschlechts und

des Alters der Patienten?

2. Wie ist die Struktur des Tumorstromas (Tumormarker,  histologische Wachstumsmuster,

Tumorstromamarker) in Abhängigkeit von der Organlokalisation und der WHO-Klassifikation?

3.  Kommen  Immunzellen  in  den  NET  vor  und  wie  ist  die  quantitative  bzw.  qualitative

Verteilung in Abhängigkeit von der Organlokalisation und der WHO-Klassifikation?

4. Lässt sich CCR2 nachweisen, der die Interaktion von Tumor und Stroma beeinflusst?

2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Für die vorliegende Dissertation wurden 55 Patienten mit gastroenteropankreatischen NET

aus den Jahren 1998-2008 untersucht. Die in Paraffin eingebetteten Präparate der Patienten

stammen  aus  den  Archiven  der  Abteilung  für  Pathologie  des  Zentrums  Pathologie  und

Gastroenteropathologie der Medizinischen Fakultät der Universitätsmedizin Göttingen. Die

Diagnose wurde anhand der Pathologiebefunde und durch mikroskopische Kontrolle der zum

Tumorpräparat passenden HE-Schnitte gestellt. Ihre weitere Einteilung erfolgte in Absprache

mit  der  Pathologie  (Prof.  Füzesi)  anhand der  in  dieser  Arbeit  angelegten Kriterien durch

mich.  Die  Arbeit  wurde  von  der  Ethikkommission  der  Universitätsmedizin  Göttingen

genehmigt.

2.2 Gruppierung der Tumoren

Die Gruppierung der NET erfolgte anhand der Organlokalisation (Dünndarm, Kolorektum,

Pankreas), der embryologischen Herkunft, d.h. ob die Tumoren dem  Vorder-, Mittel-, oder

Hinterdarm entstammen,  und  anhand  der  Prognosefaktoren  zur  Abschätzung  des

biologischen  Verhaltens,  basierend  auf  der  WHO-Klassifikation  von  2000  (Klöppel  et  al.

2007). Die Einteilung nach der embryologischen Herkunft wurde bei der Auswertung jedoch

nicht  berücksichtigt,  da  sie  relativ  alt  ist  und  durchaus  Zweifel  bestehen,  ob  sie  von

prognostischer  Relevanz  ist  (Klöppel  et  al.  2004).  Die  notwendigen  Kriterien  zur

Einschätzung des biologischen Verhaltens (Metastasierung, Invasion der Muscularis propria,

histologische  Differenzierung,  Tumorgröße,  Angioinvasion)  ergaben  sich  aus  den

pathologischen Befunden. Klinische Daten über hormonelle Tumorsyndrome lagen nicht vor.

Der Ki-67-Proliferationsindex wurde quantifiziert, indem Fotos von der Tumorregion mit der
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höchsten  Ki-67-Positivität  gemacht  wurden  und  der  Quotient  aus  der  Anzahl  markierter

Zellen und Anzahl der Gesamtzellen bestimmt wurde (siehe Kapitel 2.9).

In der vorliegenden Arbeit wurde die WHO-Klassifikation von 2000 (nach Klöppel et al. 2007)

verwendet. Bei der Einteilung der NET dieser Arbeit in die drei prognostischen Gruppen nach

der  WHO-Klassifikation von 2000 wurden Tumoren mit  Lymphknotenmetastasierung oder

Invasion  der  Muscularis  propria  in  die  WHO-Gruppe  2 (gut  differenzierte  Tumoren  mit

niedriggradig malignem Verhalten = neuroendokrines Karzinom) eingeordnet, wenn der Ki-

67-Proliferationsindex  bei  <20  %  lag,  und  in  die  WHO-Gruppe  3 (wenig  differenzierte

Tumoren mit  hochgradig malignem Verhalten = neuroendokrines Karzinom) sortiert,  wenn

der  Ki-67-Proliferationsindex  >20  %  war  oder  sich  die  Tumoren  histologisch  als  wenig

differenziert präsentierten. Für den Dünndarm und das Kolorektum fielen nur die NET in die

WHO-Gruppe 1 nach der WHO-Klassifikation von 2000, deren maximale Tumorgröße bei ≤2

cm,  deren  Ki-67-Proliferationsindex  bei  <2  %  lag  und  die  anhand  der  pathologischen

Befunde nicht in die regionären Lymphknoten oder in die Muscularis propria infiltriert waren.

Für das Pankreas fielen nur die NET in die WHO-Gruppe 1 nach der WHO-Klassifikation von

2000,  deren  Ki-67-Proliferationsindex  bei  <2  % lag  und  die  anhand  der  pathologischen

Befunde nicht in die regionären Lymphknoten oder in die Muscularis propria infiltriert waren.

Die Gruppen 1a und 1b wurden zusammen betrachtet, da neuere Studien darauf hinweisen,

dass die beiden Gruppen auf molekularer Ebene enger miteinander verwandt sind als z.B.

die  Gruppe  1b  mit  der  Gruppe  2  (Duerr  et  al.  2008).  Die  in  der  vorliegenden  Arbeit

verwendete Klassifikation setzt sich von der WHO-Klassifikation von 2010 dadurch ab, dass

bereits metastasierte Tumoren trotz niedriger Proliferationsrate (Ki-67-Proliferationsindex <2

%) in die  WHO-Gruppe 2 eingeordnet wurden. Darüber hinaus wurden histologisch wenig

differenzierte NET in die  WHO-Gruppe 3 eingeordnet. 

Die  in  den  pathologischen  Befunden  benutzten  Begriffe  zur  Charakterisierung  der

histologischen Wachstumsformen variierten sehr stark. Es wurde unterschieden zwischen

insulär, in Nestern wachsend, azinär, trabekulär, pseudoglandulär, girlandenartig, in Ballen

angeordnet  sowie  noch einigen weiteren Wachstumsmustern.  Häufig  waren Mischformen

beschrieben. Daher wurden die NET anhand der alten Pathologiebefunde und bei Unklarheit

durch neue visuelle Beurteilung der besseren Übersicht wegen in fünf Gruppen eingeteilt.

Es  wurde  unterschieden  zwischen  insulärem,  azinärem,  trabekulärem,  diffusem  bzw.

undifferenziertem und gemischt insulär-azinärem Wachstum. Waren mehrere histologische

Wachstumsmuster  präsent,  dann  wurde  das  vorherrschende  Wachstumsmuster  zur

Charakterisierung  genommen.  Bei  drei  Präparaten  lagen  insuläre  und  azinäre

Wachstumsmuster zu gleichen Teilen vor, so dass diese Tumoren in die Kategorie „gemischt“

fielen. Alle Tumoren, bei denen das Wachstumsmuster aufgrund ihrer histologisch geringen

Differenzierung nicht bestimmbar war, wurden in die Kategorie „diffus“ eingeordnet. 
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Ein Staging nach einer der TNM-Klassifikationen erfolgte nicht, da zu wenig klinische Daten

über die Fernmetastasierung vorlagen.  

2.3 Anfertigung von Paraffinschnitten

Die Paraffinblöcke wurden zunächst gekühlt. Nach ca. einer halben Stunde wiesen sie die

nötige Temperatur auf, damit sie geschnitten werden konnten. 

Von allen Paraffinblöcken wurde eine ausreichende Anzahl an Schnitten mit dem Mikrotom

Mod.  HN  40  (Reichert-Jung/Leica,  München,  Deutschland)  angefertigt.  Die  Schnittdicke

wurde auf 3 µm manuell eingestellt (Klinge: Feather Microtome Blade Stainless Steel, A35,

pfm medical,  Köln,  Deutschland,  importiert  von  Feather  Safety  Razor  Co.,  LTD,  Osaka,

Japan). Die eingerollten Paraffinschnitte wurden zunächst in ein Wasserbad gelegt, Falten

gegebenenfalls  mit  zwei  Pinseln  geglättet  und anschließend in  ein weiteres,  auf  ca.  40°

Celsius vorgeheiztes Wasserbad (Shandon, Frankfurt, Deutschland) überführt. Die Fixierung

der Paraffinschnitte erfolgte auf einem elektrostatisch anziehenden Objektträger (Superfrost

Objektträger, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland). Die Objektträger wurden

danach in Objektträgerkästen zur Aufbewahrung gelagert.

2.4 Einführung in die immunhistochemische Analyse

Die immunhistochemische Analyse dient zur präzisen Lokalisation von Epitopen bestimmter

Antigene. Ein Epitop besteht aus ungefähr 10 Aminosäuren (Petrides 1998). Man kann nun

spezifische  Antikörper  einsetzen,  um  bestimmte  Epitope  im  Lichtmikroskop  sichtbar  zu

machen.  Bei  der  direkten Methode reagiert  ein  bereits  enzymmarkierter  Primärantikörper

direkt mit dem Antigen (Boenisch 1997). Es ist nur ein Antikörper an der Reaktion beteiligt.

Es kommt nicht zur Signalverstärkung, wodurch die Methode nur noch selten angewandt

wird (Boenisch 1997). Bei den indirekten Methoden werden zwei oder drei enzymmarkierte

Antikörper  eingesetzt.  Die  Enzyme  (z.B.  Phosphatasen  oder  Peroxidasen)  wandeln  ein

farbloses Substrat in ein chromogenes Produkt um. Häufig verwendete Antikörper sind die

Meerrettich-Peroxidase und die alkalische Phosphatase (Murphy et al. 2008). Der Einsatz

eines dritten Antikörpers dient der weiteren Signalverstärkung (Boenisch 1997). 

Eine  weitere  Methode  benutzt  lösliche  Enzym-Immunkomplexe,  um  eine  Färbung  zu

erzeugen.  Dabei  bindet  ein  nicht-enzymmarkierter  Sekundärantikörper  an  den

Primärantikörper. Der Sekundärantikörper bindet an einen löslichen Enzym-Immunkomplex.

Er fungiert somit als Brückenantikörper (Boenisch 1997). 
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Die Avidin-Biotin- bzw. Streptavidin-Biotin-Methode setzt biotinylierte Sekundärantikörper ein,

an die enzymgekoppeltes Avidin (sogenannte LAB-Färbung) oder vorgefertigte Avidin-Biotin-

Enzymkomplexe (sogenannte ABC-Färbung) gebunden sind. Aufgrund der starken Affinität

von Biotin zu Avidin (Dissoziationskonstante=10-19M) hat die Methode eine höhere Affinität im

Vergleich zu den direkten und indirekten Methoden (Boenisch 1997). 
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Abb. 1: Graphische Darstellung der Antikörperbindung



2.5 Vorbehandlung der Präparate

Damit  die  Präparate  mit  Antikörpern  inkubiert  werden  konnten,  mussten  sie  zunächst

entparaffinisiert werden. 

Dazu  wurden  die  Objektträger  zunächst  zehn  Minuten  in  einer  ersten  Xylol-Lösung

(Applichem, Darmstadt, Deutschland), danach weitere zehn Minuten in einer zweiten Xylol-

Lösung (Applichem, Darmstadt, Deutschland) inkubiert. Anschließend wurden die Präparate

jeweils  zwei  Minuten  in  ein  erstes  Gefäß  mit  100  %  Ethanol  (Merck,  Darmstadt,

Deutschland),  dann  zwei  Minuten  in  ein  zweites  Gefäß  mit  100  %  Ethanol  (Merck,

Darmstadt,  Deutschland) überführt.  Darauf  folgten drei,  jeweils zwei  Minuten andauernde

Behandlungen  mit  einer  90  %igen,  einer  80  %igen  und  einer  70  %igen  Ethanollösung

(Merck,  Darmstadt,  Deutschland).  Um die  Entparaffinisierung  abzuschließen,  wurden  die

Präparate  zunächst  für  weitere  zwei  Minuten  in  deionisiertes  Wasser  gegeben,  welches

während der Inkubation zweimal gewechselt wurde. Abschließend kamen die Präparate für

drei Minuten in destilliertes Wasser. 

Als  Puffer  diente  Zitronensäure-Monohydrat  (Merck,  Darmstadt,  Deutschland).  Es  wurde

daraus eine 10 mM Lösung angefertigt. Der pH-Wert konnte mit Hilfe von 2 N NaOH (Merck,

Darmstadt, Deutschland) auf 6 eingestellt werden. Für die Färbung mit dem Fascinantikörper

wurde ein dihydratisierter  Puffer verwendet.  Dazu wurden  2,94 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat

(Merck,  Darmstadt,  Deutschland)  auf  einer  Präzisionswaage  abgewogen.  Zu  dem  tri-

Natriumcitrat-Dihydrat kamen 1000 ml destilliertes Wasser hinzu. Der pH-Wert konnte durch

die  vorsichtige  Zugabe  von  0,5  molarer  Salzsäure  (Merck,  Darmstadt,  Deutschland)

ebenfalls konstant auf 6 gehalten werden. Um den pH-Wert zu kontrollieren, wurde ein pH-

Meter  (Wissenschaftlich  Technische  Werkstätten  Weilheim,  Deutschland)  im

Erlenmeyerkolben platziert.  Der Erlenmeyerkolben wurde bei  einer Temperatur  von 22,3°

Celsius auf eine Zentrifuge gestellt, damit sich das tri-Natriumcitrat-Dihydrat besser löste.

Die Präparate wurden dann in der tri-Natriumcitrat-Pufferlösung 20 Minuten lang in einem

Dampfkocher (Braun, Kronberg, Deutschland) inkubiert.  Danach kühlten die Präparate 20

Minuten in der Pufferlösung ab. 

Anschließend wurden die Präparate in ein neues Glas gestellt. Es folgte ein Waschgang mit

einem zweiten Puffergemisch.  Dabei  kam entweder TBS („tris-buffered-saline“)  oder PBS

(„phosphate-buffered-saline“) als Puffer zur Anwendung.

Die  Herstellung  von  PBS  erfolgte,  indem  ein  Fläschchen  Instamed  (9.55  g/l  PBS,

DKLBECCO  W/O  Ca++,  Mg++  11/09,  BIOCHROM  AG  Berlin,  Deutschland)  in  1000  ml

Kochsalzlösung (Merck, Darmstadt, Deutschland) aufgelöst wurde. Für die Herstellung des
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TBS-Puffers  wurden  12 g  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  (Merck,  Darmstadt,

Deutschland) mit 90 g Natriumchlorid (Merck, Darmstadt, Deutschland) in 10 ml destilliertem

Wasser  gelöst.  Der  pH-Wert  konnte dabei  mit  0,5 molarer  Salzsäure (Merck,  Darmstadt,

Deutschland) auf 7,5 konstant gehalten werden. Das Glas mit den Objektträgern kam für fünf

Minuten auf  einen Schüttler  (Vortex Genie  2,  Bender  und Hobein  AG,  Zürich,  Schweiz).

Innerhalb  der  fünf  Minuten  wurden  die  Objektträger  aus  dem  Glas  genommen.  Die

Entfernung von überschüssigen Wassertropfen am Rand des Präparats erfolgte mit einem

Papiertuch. Dann wurde das Gewebe mit einem Wasser abweisenden Fettstift (DAKO Pen,

Glostrup,  Dänemark)  umrandet.  Sobald  der  Fettstift  etwas angetrocknet  war,  wurden die

Präparate  wieder  zurück  in  das  Glas  gestellt,  um  eine  Austrocknung  des  Gewebes  zu

verhindern.  Es  schloss  sich  die  Präparation  der  Feuchtkammer  an.  Der  Boden  der

Plastikkammer wurde mit einigen Papiertüchern ausgelegt. Die Füllung der Kammer erfolgte

mit  destilliertem  Wasser.  Die  Ränder  der  Präparate  wurden  erneut  vorsichtig  mit  einem

Papiertuch getrocknet.  Anschließend wurden die Objektträger auf ein Plastikgerüst  in der

Feuchtkammer  aufgebahrt.  Es  erfolgte  eine  Inkubation  mit  einer  2%igen  BSA-Lösung

(„bovine-serum-albumine“). Bei der Immunfluoreszenzfärbung wurde zur Vorbehandlung ein

Gemisch  aus  einer  1%igen  BSA-Lösung  und  10 %  Ziegenserum  (Dako,  Glostrup,

Dänemark), entsprechend dem Zweitantikörper gegen den vWF, verwendet. Die Herstellung

der  1%igen  BSA-Lösung  erfolgte,  indem  0,5 g  Albumin-Pulver  vom  Schwein  (SERVA,

Heidelberg, Deutschland) und 50 ml PBS zusammengegeben wurden. Diese Mischung kam

auf  den  Magnetrührer  (schütt  labortechnics,  Göttingen,  Germany),  bis  sich  die  Anteile

komplett in dem Puffer auflösten. Die 2%ige BSA-Lösung bestand dementsprechend aus 1 g

Albumin-Pulver vom Schwein, gemischt mit 50 ml PBS. Die Präparate wurden komplett mit

dem BSA bedeckt. Es erfolgte daraufhin die Inkubation der Präparate in der Feuchtkammer

bei  Raumtemperatur  und  geschlossenem  Deckel  für  eine  Stunde.  Es  schloss  sich  eine

erneute  Waschung mit  TBS an,  wobei  die  Präparate  für  fünf  Minuten  auf  den  Schüttler

(Vortex  Genie  2,  Bender  und  Hobein  AG,  Zürich,  Schweiz)  kamen.  Diese  Prozedur

wiederholte  sich  dreimal.  Während  des  dritten  Waschgangs  begann  die  Herstellung  der

Antikörper-Verdünnung. Die Verdünnungen unterschieden sich je nach Antikörper. Tabelle 6

zeigt eine Übersicht der verschiedenen Verdünnungsstufen. Für Fascin diente zum Beispiel

eine  1:1000-Verdünnung.  Dazu  kamen  2 µl  des  Antikörpers  in  einen  1998 µl  H2O

enthaltenden  Eppendorf-Cup.  Für  einen  Objektträger  wurden  im  Vorfeld  200  µl  der

Antikörper-Dilution veranschlagt. Je nach Anzahl der zu färbenden Objektträger erfolgte die

Verdünnung  dementsprechend.  Insgesamt  fanden  bei  der  Färbung  der  Präparate  14

verschiedene Antikörper Anwendung (Antikörper gegen Chromogranin, CD56, S100, Ki67, α-

SMA  („α-smooth-muscle-actin“),  Desmin,  Fascin,  CD34,  vWF  („von-Willebrand-Faktor“),

Kim1p, CD3, CD68, CD20, CCR2. Die genauen Eigenschaften der Antikörper und deren
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Verdünnungsstufen,  die  bei  der  Färbung  verwendet  wurden,  sind  der  Tabelle  6  zu

entnehmen. 

Bevor die Beschichtung der Gewebe mit der Antikörper-Dilution stattfinden konnte, wurden

die Präparate an den Rändern der Objektträger von überschüssigen Wassertropfen befreit.

Der jeweilige Antikörper wurde auf das Präparat pipettiert. Danach erfolgte die Inkubation der

Präparate in der Feuchtkammer bei geschlossenem Deckel für eineinhalb Stunden. Die mit

Antikörpern  gegen  vWF-Faktor  bedeckten  Präparate  mussten  für  die  Immunfluoreszenz-

methode bei 4° Celsius über Nacht im Kühlschrank gelagert werden. Nachdem die für die

Immunhistochemie  vorbereiteten  Präparate  für  eineinhalb  Stunden  in  der  Feuchtkammer

inkubiert worden waren, fanden erneut drei Waschgänge mit dem TBS-Puffer statt, wobei die

Präparate  wieder  für  jeweils  fünf  Minuten  auf  den  Schüttler  kamen.  Somit  waren  die

Präparate vorbereitet für die Behandlung mit dem Antikörper-Detektionskit. 
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Tab.6: Darstellung der verwendeten Antikörper

Antikörper Verdün-
nung

Vorbe-
handlung

Hersteller
(Katalognummer)

Zielstrukturen

Chromogranin
A (Klon  DAK-
A3)

1:500 Hitze,
Citrat
(ph=6)

Dako (M869) Tumorzellen

CD56/NCAM
(Klon 123C3)

1:20 Hitze Zymed (18-0152) NK-Zellen, Tumorzellen

S100 1:20 Protease
(Sigma)

Immunotech (IM1071) Unreife  dendritische  Zel-
len, Tumorzellen

Ki-67 1:200 Hitze,
Citrat
(ph=6)

Zytomed  Systems  (MSK
018)

Proliferierende
Tumorzellen

α-SMA 1:50 Keine Immunotech (PM IN 1144) Glatte Muskulatur

Desmin 1:1 Keine Immunotech (IM1073) Fibroblasten, glatte Musku-
latur

Fascin  (Klon
55K2)

1:1000 Hitze Chemicon  International
(MAB 3582)

Dendritische Zellen

CD34 1:20 Keine Immunotech (Cat.no.1185) Hämatopoetische
Stammzellen

vWf
(polyklonal)

1:200 Hitze Dako (Code A0082) Humaner vWF,
vWF/Faktor-VIII-Komplex

Kim1p 1:6000 Protease
(Sigma)

Pathologie  Kiel  (Geschenk
von Prof. Parwaresch, Kiel)

Histiodendritische
Zellpopulation

CD3
(polyklonal)

1:100 Hitze DAKO (A0452) T-Lymphozyten

CD68-(Klon
KP1)

1:6000 Hitze DAKO (M0814) Histiozyten

CD20cy
(Klon123C3)

1:200 Hitze DAKO (M0755) B-Lymphozyten

CCR2
(polyklonal)

1:100 Hitze Abcam (ab13310) CC-Chemokin- Rezeptor 2

2.6 Immunhistochemische Färbung

Es  wurde  das  DAKO-Kit  (Dako  Real  Detection  Systems,  Alkaline  Phosphatase/RED,

Rabbit/Mouse,  Glostrup,  Dänemark   Code:  K5005)  zur  Detektion  der  Antigen-Antikörper-

Bindungen verwendet. Das Kit benutzt die in Kapitel 2.4 dargestellte LAB-Methode. Für die

Inkubation  mit  dem  zweiten  Antikörper  wurde  die  im  Detektions-Kit  vorbereitete  LINK-

Flasche (Bottle A: Dako Real Link, Biotinylated Secondary Antibody (AB2), Dako, Glostrup,

Dänemark) verwendet. Die Beschichtung des Gewebes erfolgte mit zwei bis drei Tropfen des
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sekundären  Antikörpers.  Die  Präparate  wurden  zwanzig  Minuten  in  der  Feuchtkammer

inkubiert. Für die anschließenden drei Waschgänge diente der TBS-Puffer. Danach erfolgte

die Inkubation mit dem Enzym alkalische Phosphatase aus der LABEL-Flasche (Bottle B:

DAKO Streptavidin Alkaline Phosphatase (AP), Dako, Glostrup, Dänemark) für 20 Minuten.

Für die Beschichtung des Gewebes wurden ebenfalls zwei bis drei Tropfen je Objektträger

verwendet,  so  dass  das  Präparat  komplett  bedeckt  war.  Wiederum  schlossen  sich  drei

Waschgänge mit TBS-Puffer an. Während des dritten Waschgangs begann die Vorbereitung

der  chromogenen Lösung („fast-RED“).  Die Vorbereitung erfolgte nach der  Anleitung des

Detektionskits.  Es wurden 1000 µl des Alkalische-Phosphatase-Substrat-Puffers (Bottle F:

DAKO Real  AP Substrate Buffer,  DAKO,  Dänemark,  Glostrup),  der  bereits  fertig  in  dem

Detektionskit enthalten war, in einen 1000-µl-Eppendorf-Cup gegeben. Dazu kamen 5 µl von

dem ebenfalls im Detektionskit enthaltenen Levamisade (Bottle G: DAKO Real Levamisade,

DAKO, Glostrup,  Dänemark).  Die Mischung wurde gevortext.  Danach wurden 750 µl  der

vorbereiteten Lösung in einen neuen Eppendorf-Cup überführt.  In diese Mischung kamen

jetzt nacheinander jeweils 30 µl der in dem Detektionskit enthaltenen Lösungen C (Bottle C:

DAKO  Real  chromogen  Red  1,  DAKO,  Glostrup,  Dänemark),  D  (Bottle  D:  DAKO  Real

chromogen Red 2, DAKO, Glostrup, Dänemark), und E (Bottle E: DAKO Real chromogen

Red  3,  DAKO,  Glostrup,  Dänemark),  wobei  der  Eppendorf-Cup  zur  Vermeidung  von

Präzipitationsreaktionen nach jedem Schritt  gevortext  wurde.  Anschließend erfolgten zwei

Waschgänge  mit  destilliertem  Wasser.  Nach  dem  zweiten  Waschschritt  blieben  die

Objektträger  für  drei  Minuten  im  Glas.  Danach  folgte  die  Färbung  der  Objektträger  mit

Hämatoxylin  für  30 Sekunden.  Dann wurden die Präparate unter  fließendem Wasser  für

maximal  fünf  Minuten  gebläut.  Anschließend  erfolgte  die  Abdeckung  des  Gewebes  mit

Kaisers  Glyceringelatine  (Merck,  Darmstadt,  Deutschland).  Dazu  wurde  die  Gelatine

zunächst  bei  56°  Celsius  in  einem  Inkubator  (Thermomixer  5436,  Eppendorf,  Hamburg,

Deutschland)  verflüssigt.  Die  Kaisers  Glyceringelatine  wurde  dann  auf  die  Objektträger

geträufelt. Danach erfolgte die Abdeckung mit einem Deckgläschen. Überstehende Gelatine

wurde  mit  einem  Papiertuch  entfernt.  Kleine  Bläschen  wurden  mit  der  Pipettenspitze

vorsichtig weggedrückt. Dann trockneten  die Präparate über Nacht. 

2.7 Immunfluoreszenzfärbung

Zur  Immunfluoreszenzfärbung  wurden  die  Präparate,  nachdem  sie  über  Nacht  mit  dem

ersten Antikörper inkubiert im Kühlschrank gelegen hatten, zunächst dreimal für jeweils fünf

Minuten mit PBS gewaschen. Dann erfolgte die Präparation mit dem zweiten Antikörper. Für

vWF wurde als  Zweitantikörper  ein Ziegenantikörper  („Goat-anti-rabbit“,  Invitrogen,  Karls-

ruhe, Deutschland) genommen, der gegen Kaninchen gerichtet ist. Der Anti-Kaninchenanti-
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körper wurde 1:400 in PBS verdünnt. Die Inkubation mit dem zweiten Antikörper erfolgte für

eine Stunde bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer. Anschließend wurden die Präparate

erneut dreimal jeweils fünf Minuten in PBS gewaschen. Die Kernfärbung schloss sich danach

an.

Dazu diente  4´, 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) „nucleic-acid-stain“ (Invitrogen, Karlsruhe,

Deutschland), welches mit destilliertem Wasser 1:1000 verdünnt auf die Präparate gegeben

wurde. Die Präparate wurden anschließend für weitere fünf Minuten bei Raumtemperatur in

der abgedunkelten Feuchtkammer inkubiert. Danach erfolgte das Waschen mit PBS für fünf

Minuten und ein weiteres Mal eine Minute lang mit destilliertem Wasser. Letztendlich wurden

die  Präparate  mit  Fluoromount  G  (Southern  Biotech,  Birmingham,  Alabama,  USA)  ein-

gedeckt. Sie wurden für einige Minuten getrocknet und waren dann für die Analyse unter

dem Fluoreszenz-Mikroskop bereit. In der Zwischenzeit lagerten die Präparate abgedunkelt

im Kühlschrank.

2.8 Funktionelle Darstellung der untersuchten Oberflächenantigene

2.8.1 Einteilung der Oberflächenantigene

Die  untersuchten  Marker  teilte  ich  in  verschiedene  Gruppen.  Die  Antigene

Chromogranin,  CD56/NCAM,  S100  und  Ki-67  als  Proliferationsmarker  fasste  ich

unter  der  Rubrik  Tumorzellmarker  zusammen.  Dabei  ist  zu berücksichtigen,  dass

CD56/NCAM und S100 darüber hinaus Marker für Immunzellen sind. CD56/NCAM

dient als Marker für NK-Zellen. S100 ist als Marker für unreife dendritische Zellen

bekannt.  Die  Antigene  a-SMA,  Desmin,  Fascin,  CD34  und  vWF  fallen  in  die

Kategorie der Tumorstromamarker,  wobei Fascin auch als Marker für dendritische

Zellen  dient.  Kim1p,  CD3,  CD68 und  CD20 sind  Immunzellmarker.  CCR2 wurde

separat als Chemokinrezeptormarker betrachtet. Die folgende Darstellung gibt einen

Überblick  über  das  Vorkommen  und  die  Funktion  der  untersuchten

Oberflächenantigene. 

2.8.2 Tumorzellmarker

2.8.2.1 Chromogranin

Chromogranine  und  Sekretogranine  (auch  als  „Granine“  bezeichnet)  sind  saure

sekretorische Proteine, die in den Vesikeln von neuroendokrinen Zellen gespeichert werden

(Taupenot  et  al.  2003).  Die  drei  „klassischen“  Chromogranine  sind  Chromogranin  A,

Chromogranin  B  und  Sekretogranin  II;  „Granine“  bestehen  aus  Einzelstrang-

Polypeptidketten, die zwischen 180 und 700 Aminosäuren enthalten (Taupenot et al. 2003).
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Sie  spielen  eine  Rolle  bei  der  Bildung  und  Abgabe  sekretorischer  Granula  in

neuroendokrinen Zellen (Taupenot et al. 2003). Chromogranin A und B sind bekannte Marker

für alle neuroendokrinen Tumoren. Sowohl funktionelle Tumoren als auch nicht-funktionelle

Tumoren  des  neuroendokrinen  Systems  können  Chromogranin  sezernieren  (Vinik  et  al.

2009).  Chromogranine  können  immunhistochemisch  in  NET  nachgewiesen  werden

(Wilander und Grimelius 1993). 

2.8.2.2 CD56/NCAM („neuronal-cell-adhesion-molecule”)

CD56 ist ein Membranglykoprotein, das in verschiedenen Isoformen auftritt,  welche durch

alternatives  Spleißen  eines  einzelnen  Gens  auf  dem Chromosom 11  zustande  kommen

(Lanier et al. 1991). Hauptsächlich wird CD56 von verschiedenen Untergruppen natürlicher

Killerzellen (NK-Zellen) exprimiert  (Poli  et  al.  2009).  Darüber hinaus ist  CD56 als NCAM

(„neuronal-cell-adhesion-molecule“)  bekannt,  das  auf  Neuronen  exprimiert  wird  und

Zellinteraktionen  vermittelt.  Unter  anderem  zeigt  das  kleinzellige  Bronchialkarzinom,  das

Gemeinsamkeiten zu neuronalen Geweben aufweist, eine Expression von NCAM (Onganer

et al. 2005). CD56 ist ein Tumormarker in NET (Al-Khafaji et al. 1998). 

2.8.2.3 S100

Die  S100-Protein-Familie  besteht  aus  einer  Gruppe  von  Proteinen,  die  zu  den  niedrig

molekular  gewichtigen Proteinen gehören (Molekulargewicht  zwischen 9 und 14 kD);  sie

zählen  zu  der  Gruppe  der  Kalzium-modulierten  Proteine  und  werden  ausschließlich  in

Wirbeltieren exprimiert (Donato 2001). Sie haben vielfältige intrazelluläre und extrazelluläre

Funktionen.  Intrazellulär  werden  die  Protein-Phosphorylierung,  Enzymaktivierung  und  die

Calcium-Homöostase reguliert (Donato 2001). Die S100-Proteine spielen u.a. eine Rolle bei

der  Interaktion  mit  Transkriptionsfaktoren,  z.B.  p53  (Donato  2001).  Sie  sind  bei  der

Exozytose, im Zell-Zyklus und bei der Regulation des Zytoskeletts involviert;  extrazellulär

wirken S100-Proteine sowohl  neurotrophisch als  auch toxisch;  sie spielen eine Rolle  bei

Entzündungsprozessen und im extrinsischen Weg des plasmatischen Gerinnungssystems

(Donato 2001). S100-Proteine werden von einer Reihe Tumoren exprimiert. Dazu gehören

unter  anderem  maligne  Melanome,  Schwannome,  Neurofibrome  und  maligne  periphere

Nervenscheidentumoren  (Nonaka  et  al.  2008).  Darüber  hinaus  ist  S100  ein  Marker  für

unreife  dendritische Zellen  wie  z.B.  die  kutanen Langerhanszellen  (Hussein  2005).  Über

S100  als  Tumormarker  für  neuroendokrine  Tumoren  gibt  es  in  der  Literatur  nur  wenige

Daten.  Eine  Studie  über  die  immunhistologische  Analyse  von  gastrointestinalen  und

pulmonalen Karzinoiden konnte eine Positivität für S100 von bis zu 50% nachweisen (Al-

Khafaji et al. 1998). 
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2.8.2.4 Ki-67

Ki-67 ist  ein großes Protein von ungefähr 395 kD (Brown und Gatter 2002). Obwohl die

genaue Funktion unbekannt ist, weiß man, dass es bei der Regulation des Zell-Zyklus eine

Rolle  spielt.  Proliferierende  Zellen  exprimieren  Ki-67,  nicht-proliferierende  dagegen  nicht

(Gerdes et al. 1991), so dass Ki-67 als Proliferationsmarker in Tumorzellen zur Anwendung

kommt  (Endl  und  Gerdes  2000).  In  einer  Vielzahl  von  Tumorentitäten  wurde  Ki-67  als

prognostischer Faktor identifiziert (Berney et al. 2009, Bruna et al. 2007, Jones et al. 2008).

Darüber  hinaus  ist  der  Ki-67-Index  auch  in  gastroenteropankreatischen  neuroendokrinen

Tumoren als prognostischer Indikator zur Abschätzung des biologischen Verhaltens etabliert

(Jamali und Chetty 2008).

2.8.3 Tumorstromamarker 

2.8.3.1 α-SMA („alpha-smooth-muscle-actin”)

Aktin ist ein Protein, das vor ungefähr 70 Jahren im Muskelgewebe entdeckt wurde. Es bildet

eine filamentäre Struktur aus, die entscheidend für die intrazelluläre mechanische Stabilität

ist. Aktin ist an Transportvorgängen innerhalb der Zelle beteiligt (Pollard und Cooper 2009).

α-SMA  ist  ein  Marker  für  glatte  Muskelzellen,  wie  sie  u.a.  in  ausdifferenzierten

Myofibroblasten  vorkommen  (Nowak  et  al.  2009).  Leiomyome  und  Leiomyosarkome

exprimieren regelmäßig α-SMA. Ungefähr 20-30  % aller gastrointestinalen Stromatumoren

weisen  ebenfalls  eine  Aktin-Positivität  auf  (Paal  und  Miettinen  2001).  In  einer  klinisch-

pathologischen Studie über  Rhabdomyosarkome zeigten 12 von 56 Rhabdomyosarkomen

(21,4 %) eine Positivität für α-SMA (Stock et al. 2009). 

2.8.3.2 Desmin

Desmin ist  ein Protein,  das auf  intermediären Filamenten sitzt,  die typisch sind für  viele

Typen myogener Zellen (Moll et al. 1982). Viele muskuläre Tumoren exprimieren Desmin.

Regelmäßig lässt sich Desmin im Leiomyo- bzw. im Rhabdomyosarkom nachweisen (Nicolas

et  al.  2010,  Stock  et  al.  2009).  Eine  fokale  Expression  zeigt  unter  anderem  auch  das

mesenchymale Chondrosarkom (Fanburg-Smith et al. 2010). 

2.8.3.3 Fascin

Fascin stellt eine Familie von Proteinen dar, zu denen „Seeigel Fascin“, „HeLa-55kD-actin-

bundling-protein“  und  das  „Drosophila-singed“-Protein  gehören  (Yamashiro  et  al.  1998).

Fascin spielt bei der Vernetzung von Aktinfilamenten eine Rolle (Matsudaira 1994). Dadurch

kann es sowohl in Ausläufern dendritischer Zellen (Al-Alwan et al. 2001, Ross et al. 1998),

als auch in Tumorgewebe mit metastatischem Potential gefunden werden. Zum Beispiel ist in
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ungefähr einem Drittel aller kolorektalen Karzinome Fascin im Zytoplasma der Tumorzellen

detektierbar  (Ozerhan  et  al.  2010).  Weitere  Beispiele  für  Tumorentitäten,  in  denen

Tumorzellen  eine  Fascin-Positivität  zeigen,  sind  extrahepatische  Gallengangskarzinome

(Won et al. 2009), Urothelkarzinome der Harnblase (Karasavvidou et al. 2008) und  seröse

Ovarialkarzinome (Daponte et  al.  2008).  Darüber hinaus wird Fascin unter  anderem von

Endothelzellen, Nervenfasern, endokrinen Geweben und in der Niere (Zhang et al.  2008)

exprimiert. 

2.8.3.4 CD34

CD34 ist ein glykosyliertes, transmembranöses Protein mit einem Molekulargewicht von 115

kD,  das  zur  Sialomucin-Familie  gehört  (Krauter  et  al.  2001).  CD34  wird  als  Marker  für

hämatopoetische  Vorläuferzellen  eingesetzt  (Kiernan  et  al.  2009).  CD34-positive

Vorläuferzellen  können sich zu Endothelzellen bzw.  zu Zellen  mit  Endothelzell-ähnlichem

Phänotyp  differenzieren  (Asahara  et  al.  1997).  Endothelzellen  exprimieren  daher  CD34.

Dadurch kann die mikrovaskuläre Dichte eines Gewebes abgeschätzt werden (Svagzdys et

al. 2009). Wahrscheinlich spielt CD34 eine Rolle bei der Differenzierung und Proliferation von

lymphohämatopoetischen  Stammzellen.  Dennoch  bleibt  die  genaue  Funktion  von  CD34

unklar (Krauter et al. 2001).   

2.8.3.5 vWF (von-Willebrand-Faktor)

vWF ist ein großes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht zwischen 800 und 20000 kDa.

Es  besteht  aus  verschieden  großen  Multimeren  (Ledford-Kraemer  2010).  vWF wird  von

Megakaryozyten und Endothelzellen synthetisiert. Während vWF in den Megakaryozyten in

α-Granula  gespeichert  wird,  übernehmen  die  sogenannten  Weibel-Palade-Körper  die

Speicherfunktion in den Endothelzellen; man unterscheidet weiterhin zwischen vWF, der in

den  Thrombozyten  gespeichert  ist,  und  dem  Plasma-vWF  (McGrath  et  al.  2010).  Die

Hauptfunktion des vWF besteht im Vernetzen von Blutplättchen mit frei liegendem Kollagen

bei  Endothelschaden  im  Rahmen  der  primären  Hämostase.  Plasma-vWF  kann  an

Gerinnungsfaktor  VIII  binden.  Diese  Funktion  existiert  für  den  in  den  Blutplättchen

gespeicherten  vWF  nicht   (McGrath  et  al.  2010).  Darüber  hinaus  spielt  vWF  in  der

Tumormetastasierung eine Rolle. Es konnte u.a. in einer humanen Melanomzellkultur gezeigt

werden, dass die vWF-Sekretion stimuliert wird (Kerk et al. 2010). vWF wird verdächtigt, den

Metastasierungsprozess  von  Tumorzellen   zu  fördern,  indem  er,  ähnlich  wie  bei  der

Interaktion mit Blutplättchen, die Bewegung der Tumorzellen ins Blut fördert. So konnte zum

Beispiel  gezeigt  werden,  dass  Zellen  einer  murinen  Melanomzellreihe  an  vWF  binden

können.  Allerdings  war  die  pulmonale  Metastasierung  bei  Abwesenheit  von  vWF

ausgeprägter (Terraube et al. 2006).
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2.8.4 Immunzellmarker

2.8.4.1 Kim1p 

Kim1p kann als Marker für fibrohistiozytäre Zellen aufgefasst werden (Graeme-Cook et al.

1993). Im Lymphknoten werden Monozyten, bzw. Makrophagen von dem Antikörper gegen

Kim1p  erkannt  (Radzun  et  al.  1991).  In  gastrointestinalen  Stromatumoren  dient  Kim1p

darüber hinaus als Marker für dendritische Zellen (Cameron et al. 2008). Eine Studie zur

immunhistochemischen Charakterisierung von monozytären Zellen des oberen Atemtrakts

zeigt ebenfalls eine Expression von Kim1p bei einer dendritischen Zellpopulation (Graeme-

Cook 1993 et al.). 

2.8.4.2 CD3

Sechs Polypeptidketten mit vier verschiedenen, transmembranösen Ketten (Gamma, Delta,

Epsilon, Zeta) bilden den CD3-Rezeptor (Saito und Yamazaki 1996). CD3 wird bereits früh in

Blasten des Thymus,  zunächst  intrazytoplasmatisch,  später  auch auf  der  Oberfläche der

Zellen, exprimiert  (Campana et al.  1987). Verschiedene  Antikörper gegen CD3, darunter

sowohl monoklonale (Alibaud et al.  2000) als auch polyklonale (Mason et al.  1989), sind

dafür geeignet, T-Lymphozyten und verwandte Lymphome zu markieren.  

2.8.4.3 CD68

CD68  ist  ein  transmembranöses  Glykoprotein,  das  vor  allem  in  Lysosomen-,  bzw.

Endosomen-reichen Zellen zu finden ist (Ross et al. 2011). Antikörper, die gegen bestimmte

Epitope des CD68 gerichtet sind, gelten als Marker für Makrophagen; bei der Differenzierung

der  myelomonozytären  (FAB-M4)  bzw.  monozytären  (FAB-M5)  akuten  Leukämie  spielen

spezifische Antikörper gegen CD68 eine wichtige Rolle (Falini et al. 1993). 

2.8.4.4 CD20

Die  CD20-Genfamilie  besteht  aus  12  Subgruppen  unterschiedlicher  Gene,  die  auf

Chromosom 11 liegen, und deren Proteine in aller Regel vier bzw. in seltenen Fällen zwei

transmembranöse Domänen aufweisen (Liang et al. 2001). Die genaue Funktion von CD20

ist  unklar  (Du  et  al.  2007).  Es  wird  jedoch  davon  ausgegangen,  dass  CD20  an  der

Ausformung eines Kalziumkanals beteiligt ist (Li et al. 2003) und damit zelluläre Vorgänge

der Signaltransduktion steuert (Liang et al. 2001). CD20 wird, mit Ausnahme von der Prä-B-

Zelle und der Plasmazelle, von allen B-Zellen exprimiert (Dörken et al. 1989). Verschiedene

Neoplasien,  wie  die  akute  lymphoblastische  Leukämie  (ALL),  die  chronische

lymphoblastische Leukämie (CLL), die Haarzellleukämie und das Burkitt-Lymphom zeigen

eine Expression von CD20 auf der Zelloberfläche (Pezzutto et al. 1989).
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2.8.5 Chemokinrezeptormarker

2.8.5.1 CCR2 (CC-Chemokin-Rezeptor 2)

CCR2 (CC-Chemokin-Rezeptor 2)  ist der Rezeptor für MCP („monocyte-chemoattractant-

protein“). Hauptliganden sind MCP 1-4 (Mantovani 1999). CCR2 gehört zur Familie der G-

Protein-gekoppelten Rezeptoren (Tanaka et al. 2001). Er hat eine ungefähre Länge von 355

Aminosäuren und besitzt strukturelle Ähnlichkeit mit dem Interleukin-8-Rezeptor (Gao et al.

1993). CCR2 wird hauptsächlich auf Monozyten und von aktivierten T-Zellen bzw. natürlichen

Killerzellen  exprimiert  (Mantovani  1999).  Außerdem  ist  CCR2  auf  Endothelzellen

nachweisbar  (Salcedo et  al.  2000).  Man unterscheidet  innerhalb  der  CCR2-Familie  zwei

verschiedene Rezeptoren, den CCR2A und den CCR2B. CCR2B ist auf Monozyten und auf

T-Zellen stärker exprimiert und scheint für die Interaktion mit MCP1 die wichtigere Rolle zu

spielen  (Tanaka  et  al.  2001).  Darüber  hinaus  ist  CCR2  im  Zytoplasma  bzw.  auf  der

Zellmembran der  Tumorzellen verschiedener  Tumorentitäten exprimiert.  So konnte CCR2

unter anderem im Prostatakarzinom (Lu Y et al. 2007), im Glioblastom (Liang et al. 2008)

und in Myelomzellen (Van de Broek et al. 2006) nachgewiesen werden. In Zusammenspiel

mit einem seiner Hauptliganden, dem MCP-1, der auch unter CCL2 (CC-Ligand 2) bekannt

ist, spielt er eine wichtige Rolle bei der Tumorprogression. Über die CCR2/CCL2-Achse wird

unter anderem die Migration von Tumorzellen beeinflusst (Dagouassat et al. 2010). Weiterhin

hat sich gezeigt, dass die Angiogenese durch CCL2 direkt beeinflusst werden kann (Salcedo

et al. 2000). Das Zusammenspiel zwischen CCL2 und CCR2 kann Metastasierungsprozesse

fördern (Lu X und Kang 2009).

2.9 Auswertungsmethoden

2.9.1 Mikroskopische und fotografische Auswertung

Die immunhistochemischen Präparate wurden unter dem Lichtmikroskop (Carl Zeiss Jena

GmbH, Jena, Deutschland) fotografiert. Bei den Präparaten, die mit den Antikörpern gefärbt

waren, die für die quantitative Analyse infrage kamen (Kim1p, CD3, CD68, CD20), wurden

an  drei  verschiedenen  repräsentativen  Stellen  Fotos  in  der  100fachen  Vergrößerung

gemacht.  Für  die  anderen  Präparate  wurde  ein  repräsentatives  Foto  in  der  100fachen

Vergrößerung an einer geeigneten Stelle  erstellt.  Darüber hinaus wurde bei den meisten

Präparaten eine repräsentative Stelle in der 200fachen Vergrößerung und in der 400fachen

Vergrößerung fotografiert,  um eine deskriptive Aussage über die Morphologie machen zu

können. 
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Die  Immunfluoreszenz-Präparate  wurden  unter  dem  Immunfluoreszenz-Mikroskop  (Carl

Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland) fotografiert. Das Aufsuchen einer geeigneten Stelle

erfolgte unter Zuhilfenahme der verschiedenen Fluoreszenzkanäle.  Die Fotos wurden mit

dem 20er Objektiv, also in 200facher Vergrößerung in den Kanälen cy3 (rot) und DAPI (blau)

aufgenommen. Als Bildverarbeitungsprogramm diente AxioVision 4.7.rel  (Carl  Zeiss Micro

Imaging  GmbH,  Jena,  Deutschland).  Mit  dem  Programm  konnte  in  beiden  Kanälen  ein

Livebild erzeugt werden, um eine Fokussierung in einer Ebene zu gewährleisten. 

2.9.2 Computergestützte Auswertung

Die Präparate, die mit Antikörpern gegen die Tumormarker (Chromogranin, CD56, S100) und

die  Präparate,  die  mit  dem  Antikörper  gegen  CCR2  gefärbt  wurden,  ließen  sich

computergestützt  auswerten,  indem das Programm den Grad der  Intensität  der  Färbung

visuell erfasste. Der Grad der Positivität wurde mithilfe eines „Scores“ quantifiziert. 

Die digitalen Fotos der einzelnen Präparate, die mit Antikörpern gegen Immunzellen (Kim1p,

CD3,  CD68,  CD20)  gefärbt  waren,  wurden  mit  einer  computergestützten  Anwendung

ausgewertet. Das Programm wurde von Dr. Robert Cameron erstellt (Cameron et al. 2008).

Es  markiert  und  zählt  zunächst  alle  Hämalaun-gefärbten  Zellen  (blau),  dann  alle

immunohistochemisch gefärbten Zellen (rot), die im Präparat sichtbar sind. Die Areale der

Präparate auf den Fotos in der 100fachen Vergrößerung entsprechen jeweils einer Fläche

von 1,3 mm². 

 35

Abb.  2:  Beispiele  für  Immunfluoreszenzbilder  in  unterschiedlichen  Kanälen,  200fache
Originalvergrößerung,  Visualisierung  der  Antikörperfärbung  gegen  4´,  6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) und CD3 (cy3)



2.10 Statistik

Die Präparate, die mit Antikörpern gegen die Tumormarker (Chromogranin, CD56, S100),

und die Präparate, die mit dem Antikörper gegen CCR2 gefärbt wurden, habe ich anhand

eines  weiteren  Computerprogramms,  in  dem  ein  Punkte-„Score“  für  den  Grad  der

Gewebsfärbung vergeben wurde,  in vier Gruppen aufgeteilt. Präparate mit einem „Score“ <1

fielen in die Kategorie „negativ“, Präparate mit einem „Score“ ≥1 und <15 habe ich in die

Kategorie „schwach positiv“ eingeordnet. Präparate mit einem „Score“ ≥15 und <25 habe ich

als „moderat positiv“ bzw. „mäßig positiv“ und Präparate mit einem „Score“ ≥25 als „stark

positiv“  gewertet.  In  der  Abbildung  4  werden  die  unterschiedlichen  Färbungsintensitäten

dargestellt.
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Abb. 3: Beispiel für die computergestützte Markierung, 100fache Originalvergrößerung



Die Präparate, die mit Antikörpern gegen die Stromamarker (α-SMA, Desmin, Fascin, CD34)

gefärbt wurden, habe ich bei vorhandener Färbung als positiv und bei nicht vorhandener

Färbung als negativ eingestuft. Die prozentuale Anzahl der positiven Präparate wurde für die

Stromamarker angegeben. Die Standardabweichung wird in Klammern aufgeführt. 

Aus der Anzahl der immunohistochemisch gefärbten Zellen und der Anzahl der Hämalaun

gefärbten Zellkerne konnte ein Quotient gebildet werden, der der prozentualen Anzahl der

gefärbten Zellen entspricht. Es wurde bei den Antikörpern, die relevant für die quantitative

Analyse waren (Kim1p, CD3, CD68, CD20), die Mittelwerte der drei repräsentativen Fotos,

sowohl für die immunhistochemisch-markierten Zellen als auch für die Hämalaun-markierten

Zellen, ermittelt. Für jedes Präparat wurde ein mittlerer Quotient gebildet. Die Quotienten für

die unterschiedlichen Präparate konnten nun in Abhängigkeit von den Organlokalisationen

und den WHO-Gruppen miteinander verglichen werden. 

Bei  signifikanten  Unterschieden  zwischen  den  Mittelwerten  wurde  zur  Bestätigung  der

Students-t-Test angewandt. Bei Differenzen der p-Werte unter 0,01 (entspricht <1 %) wurde

der  Test  als  statistisch signifikant  gewertet.  Kontinuierliche Variablen wurden mithilfe  der

Korrelationsanalyse ausgewertet. Bei Differenzen der p-Werte unter 0,01 (entspricht <1 %)

wurde der Test als statistisch signifikant gewertet. 

Die Standardabweichung wurde generell in Klammern angegeben. 
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Abb.  4: Darstellung der unterschiedlichen Färbungsintensitäten anhand von Chromo-
graninfärbungen, 100fache Originalvergrößerung



3 Ergebnisse

3.1 Darstellung des Tumorkollektivs

3.1.1 Organlokalisation, embryologischer Ursprung, WHO-Klassifikation und Grading

Von den 55 Präparaten der NET entstammten 32 Präparate (58,2 %) dem  Dünndarm, 13

Präparate (23,6 %) dem Kolorektum und 10 Präparate (18,2 %) dem Pankreas. 17 Präparate

(30,9 %) waren embryologisch dem Vorderdarm, 25 Präparate (45,5 %) dem Mitteldarm und

13 Präparate (23,6 %) dem  Hinterdarm zuzuordnen. 15 Präparate (27,3 %) gehörten zur

WHO-Gruppe 1 der Klassifikation von 2000 (Klöppel et al. 2007). Von den 15 Präparaten

(27,3 %) waren 12 Präparate (80 %),  die der Gruppe 1a zugeordnet werden konnten, 3

Präparate (20 %) fielen in die Gruppe 1b. 29 Präparate (52,7 %) ließen sich der  WHO-

Gruppe 2 zuordnen,  11 Präparate (20 %) der  WHO-Gruppe 3.  Bei  der  Bestimmung des

Gradings wurde das Grading-System der Konsensus-Konferenzen von Frascati  zugrunde

gelegt (Rindi et al. 2006b, 2007, Klöppel et al. 2007) (siehe auch Tabelle 3). 39 Präparate

(70,9 %) waren G1-Tumoren, 8 Präparate (14,5 %) G2-Tumoren und 8 Präparate (14,5 %)

G3-Tumoren.  Das Grading nach den Konsensus-Konferenzen von Frascati entspricht der

Einteilung der NET in die drei prognostischen Gruppen:  Neuroendokrine Neoplasie Grad 1

(NEN-G1),  Neuroendokrine  Neoplasie  Grad 2  (NEN-G2) und  Neuroendokrines  Karzinom

Grad 3 (NEC-G3) nach der neuen WHO-Klassifikation von 2010 (Klimstra et al. 2010).  
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Abb. 5: Verteilung der NET in Abhängigkeit der Organlokalisation 

Abb. 6: Verteilung der NET in Abhängigkeit des embryologischen Ursprungs



Auffällig war der große Anteil an G1-Tumoren mit niedrigem Ki-67-Proliferationsindex (<2 %),

die wegen ihrer Größe, aufgrund nodaler Metastasierung bzw. Angioinvasion und Invasion

der  Muscularis  propria  in  die  WHO-Gruppe  2 nach  der  WHO-Klassifikation  von  2000

eingeordnet wurden (Klöppel et al. 2007).
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Abb. 7: Verteilung der NET in Abhängigkeit der WHO-Klassifikation von 2000

Abb. 8: Verteilung der NET in Abhängigkeit des Gradings (Ki-67-Proliferationsindex) nach
den Konsensus-Konferenzen von Frascati (Rindi et al. 2006b, 2007, Klöppel et al. 2007),
entsprechend  der  Einteilung in  die  drei  prognostischen Gruppen (NEN-G1,  NEN-G2,
NEC-G3) nach der WHO-Klassifikation von 2010



3.1.2 Größe der Tumoren

Insgesamt lag die durchschnittliche maximale Größe der primären NET bei 3,1 cm (±2,5 cm).

Die Präparate des Dünndarms hatten eine durchschnittliche maximale Tumorgröße von 2,5

cm (±1,7 cm), die Präparate des Kolorektums eine durchschnittliche maximale Tumorgröße

von 3,5  cm (±3,9  cm) und die  Präparate  des  Pankreas eine durchschnittliche maximale

Tumorgröße von 4,5 cm (±2,2 cm). NET des Pankreas waren zum Zeitpunkt der Operation

signifikant größer als NET des Dünndarms (p <0,01). 

Die Präparate der WHO-Gruppe 1 hatten eine durchschnittliche maximale Tumorgröße von

0,9  cm  (±0,4  cm),  die  Präparate  der  WHO-Gruppe  2 eine  durchschnittliche  maximale

Tumorgröße  von  3,3  cm  (±2  cm)  und  die  Präparate  der  WHO-Gruppe  3 eine

durchschnittliche maximale Tumorgröße von 5,6 cm (±3,1 cm).  NET der  WHO-Gruppe 3

waren signifikant größer als NET der WHO-Gruppe 1 und NET der WHO-Gruppe 2 (p <0,01).

NET der  WHO-Gruppe 2 waren signifikant größer als NET der  WHO-Gruppe 1 (p <0,01).

Die Ergebnisse sind zu erwarten gewesen,  da die Größe bei  der  Kategorisierung in  die

WHO-Gruppen als Kriterium einfließt. 

NET des Pankreas waren signifikant größer als NET des Dünndarms (p <0,01).
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Abb. 9: Darstellung der maximalen durchschnittlichen Tumorgröße der NET in
Abhängigkeit von der Lokalisation



NET der WHO-Gruppe 3 waren signifikant größer als NET der WHO-Gruppe 1 und NET der

WHO-Gruppe 2 (p <0,01). NET der  WHO-Gruppe 2 waren signifikant größer als NET der

WHO-Gruppe 1 (p <0,01). Die Ergebnisse sind zu erwarten gewesen, da die Größe bei der

Kategorisierung in die WHO-Gruppen als Kriterium einfließt. 

3.1.3 Geschlechts- und Altersverteilung 

28 der 55 Patienten waren weiblich (50,9 %), 27 waren männlich (49,1 %). Dies entspricht

einem Geschlechterverhältnis Frauen zu Männern von 1,04:1,0. Das Alter der Patienten zum

Zeitpunkt der Operation lag zwischen 40 und 93 Jahren und betrug im Mittel 64,7 Jahre (±

13,9 Jahre). Bei den Frauen betrug das durchschnittliche Alter 64,9 Jahre (±14,6 Jahre), bei

den Männern 64,6 Jahre (±13,3 Jahre). 

Bei den NET des Dünndarms waren 14 der 32 Patienten weiblich (43,8 %) und 18 männlich

(56,3 %). Dies entspricht einem Geschlechterverhältnis Frauen zu Männern von 1,0:1,29.

Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation lag zwischen 41 und 93 Jahren und

betrug im Mittel 67,7 Jahre (±12,6 Jahre). Bei den Frauen betrug das durchschnittliche Alter

69,3 Jahre (±10,9 Jahre), bei den Männern 66,4 Jahre (±14,0 Jahre). 

Bei den NET des Kolorektums waren 7 der 13 Patienten weiblich (53,8 %) und 6 männlich

(46,2 %). Dies entspricht einem Geschlechterverhältnis Frauen zu Männern  von 1,17:1,0.
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Abb. 10: Darstellung der maximalen durchschnittlichen Tumorgröße der NET
in Abhängigkeit von der WHO-Gruppe



Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation lag zwischen 40 und 86 Jahren und

betrug im Mittel 64,6 Jahre (±15,9 Jahre). Bei den Frauen betrug das durchschnittliche Alter

68,3 Jahre (±19,3 Jahre), bei den Männern 60,3 Jahre (±10,7 Jahre). 

Bei den NET des Pankreas waren 7 der 10 Patienten weiblich (70 %) und 3 männlich (30 %).

Dies entspricht einem Geschlechterverhältnis Frauen zu Männern von 2,33:1,0. Das Alter der

Patienten zum Zeitpunkt der Operation lag zwischen 43 und 73 Jahren und betrug im Mittel

55,4 Jahre (±11,8 Jahre). Bei den Frauen betrug das durchschnittliche Alter 52,6 Jahre (±9,8

Jahre), bei den Männern 62,0 Jahre (±15,7 Jahre). 

Patienten mit  einem NET des  Dünndarms waren zum Zeitpunkt der Operation signifikant

älter als Patienten mit einem NET des Pankreas (p <0,01). 

Bei den NET der WHO-Gruppe 1 waren 8 der 15 Patienten weiblich (53,3 %) und 7 männlich

(47,7 %); dies entspricht einem Geschlechterverhältnis Frauen zu Männern von 1,14:1,00.

Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation lag zwischen 40 und 81 Jahren und

betrug im Mittel 61,1 Jahre (±13,2 Jahre). Bei den Frauen betrug das durchschnittliche Alter

63,8 Jahre (±14,6 Jahre), bei den Männern 58,1 Jahre (±11,8 Jahre). 

Bei den neuroendokrinen Tumoren der WHO-Gruppe 2 waren 14 der 29 Patienten weiblich

(48,3 %) und 15 männlich (51,7 %). Dies entspricht einem Geschlechterverhältnis Frauen zu

Männern von 1,00:1,07. Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation lag zwischen

43 und 90 Jahren und betrug im Mittel 63,4 Jahre (±13,9 Jahre). Bei den Frauen betrug das

durchschnittliche Alter 62,6 Jahre (±14,9 Jahre), bei den Männern 64,1 Jahre (±13,4 Jahre). 

Bei den neuroendokrinen Tumoren der  WHO-Gruppe 3 waren 6 der 11 Patienten weiblich

(54,5 %) und 5 männlich (45,5 %). Dies entspricht einem Geschlechterverhältnis Frauen zu

Männern von 1,20:1,00. Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation lag zwischen

48 und 93 Jahren und betrug im Mittel 73,2 Jahre (±12,2 Jahre). Bei den Frauen betrug das

durchschnittliche Alter 71,7 Jahre (±14,4 Jahre), bei den Männern 75,0 Jahre (±10,2 Jahre). 

Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation stieg mit zunehmender WHO-Gruppe

tendenziell an. Das durchschnittliche Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation war bei

den Tumoren der WHO-Gruppe 3 in etwa 10 Jahre höher als bei Patienten mit einem NET

der WHO-Gruppen 1 bzw. 2 (siehe Abb. 12). 
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Patienten mit einem NET des Pankreas waren zum Zeitpunkt der Operation signifikant jünger

als Patienten mit einem NET des Dünndarms (p <0,01)

Mit zunehmender WHO-Gruppe stieg das Alter der Patienten tendenziell an.
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Abb. 11: Altersverteilung nach Organen

Abb. 12: Altersverteilung nach WHO-Gruppen



3.2 Histologische Darstellung der Tumoren und des Tumorstromas

3.2.1 Darstellung der histologischen Tumormarker 

3.2.1.1 Chromogranin

Von den insgesamt 54 auswertbaren Präparaten waren 10 Präparate (18,5 %) negativ, 26

Präparate  (48,1  %)  zeigten  eine  schwache,  12  Präparate  (22,2  %)  eine  mäßige  und  6

Präparate (11,1 %) eine starke Färbung. Der durchschnittliche „Score“ betrug 12,9 (±13,8).

Von den 32 auswertbaren Präparaten des Dünndarms waren 4 Präparate (12,5 %) negativ,

13 Präparate (40,6 %) zeigten eine schwache, 10 Präparate (31,3 %) eine mäßige und 5

Präparate (15,6 %) eine starke Färbung. Der durchschnittliche „Score“ betrug 16,7 (±14,2).

Von den 13 auswertbaren Präparaten des Kolorektums waren 6 Präparate (46,2 %) negativ,

5 Präparate (38,5 %) zeigten eine schwache, 2 Präparate (15,4 %) eine mäßige und kein

Präparat (0 %) eine starke Färbung. Der durchschnittliche „Score“ betrug 4,6 (±6,2). Von den

9 auswertbaren Präparaten des Pankreas war kein Präparat (0 %) negativ, 8 Präparate (88,9

%) zeigten eine schwache, kein Präparat (0 %) eine mäßige und 1 Präparat (11,1 %) eine

starke Färbung. Der durchschnittliche „Score“ betrug 11,7 (±16,0).

Von  den  15  auswertbaren  Präparaten  der  WHO-Gruppe  1 waren  7  Präparate  (46,7  %)

negativ, 4 Präparate (26,7 %) zeigten eine schwache, 2 Präparate (13,3 %) eine mäßige und

2 Präparate (13,3 %) eine starke Färbung. Der durchschnittliche „Score“ betrug 9,2 (±12,7).

Von den negativen Präparaten stammten 2 Präparate aus dem Dünndarm und 5 Präparate

aus dem Kolorektum. Von den 28 auswertbaren Präparaten der WHO-Gruppe 2 waren alle

Präparate (100 %) positiv, 15 Präparate (53,6 %) zeigten eine schwache, 9 Präparate (32,1

%) eine mäßige und 4 Präparate (14,3 %) eine starke Färbung. Der durchschnittliche „Score“

betrug 18,2  (±14,8).  Von den 11 auswertbaren Präparaten der  WHO-Gruppe 3 waren  3

Präparate (27,3 %) negativ, 7 Präparate (63,6 %) zeigten eine schwache, 1 Präparat (9,1 %)

eine mäßige und kein Präparat eine starke Färbung. Der durchschnittliche „Score“ betrug 4,5
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Abb. 13: Prozentuale Verteilung der Färbungsgrade in Abhängigkeit der Organlokalisation für
Chromogranin



(±4,3).  Von den negativen Präparaten stammten 2 Präparate aus dem  Dünndarm und 1

Präparat aus dem Kolorektum.

Die Präparate des  Dünndarms zeigten eine signifikant stärkere Chromograninpositivität im

Vergleich zum Kolorektum (p <0,01). Der Unterschied der „Scores“ betrug 12,1. 

Die Chromograninpositivität nahm in den wenig differenzierten Tumoren der WHO-Gruppe 3

ab, wobei bei einigen NET der  WHO-Gruppe 3 einzelne Zellnester positiv markiert waren.

Der „Score“ war für NET der  WHO-Gruppe 3 signifikant niedriger als für NET der  WHO-

Gruppe 2 (p <0,01).
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Abb.  14: Prozentuale Verteilung der Färbungsgrade in Abhängigkeit  der WHO-Gruppe für
Chromogranin



Repräsentative Paraffinschnitte der NET verschiedener Lokalisationen in Hinblick auf die WHO-Gruppen: A-C:
Dünndarm,  D-F:  Kolorektum,  G+H:  Pankreas;  insgesamt  ist  die  abnehmende  Chromograninpositivität  mit
geringerer  Differenzierung  (WHO-Gruppe  3)  charakteristisch/  B:  typische  palisadenartige  Anfärbung,
insbesondere  am  Rand  der  Tumorzellen/  C,  F,  H:  starke  Chromograninpositivität  in  einzelnen  Zellnestern
bestehend (H), bei insgesamt deutlicher Heterogenität und schwacher Anfärbung (C+F)
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Abb.  15:  Chromogranin,  repräsentative  Darstellung  von
Paraffinschnitten, 100fache Originalvergrößerung 



3.2.1.2 CD56/NCAM 

Von den insgesamt 54 auswertbaren Präparaten waren 31 Präparate (57,4 %) negativ, 19

Präparate  (35,2  %)  zeigten  eine  schwache,  4  Präparate  (7,4  %)  eine  mäßige  und  kein

Präparat (0 %) eine starke Färbung. Der durchschnittliche „Score“ betrug 3,1 (±5,4).

Von den 32 auswertbaren Präparaten des Dünndarms waren 17 Präparate (53,1 %) negativ,

13 Präparate (40,6 %) zeigten eine schwache, 2 Präparate (6,3 %) eine mäßige und kein

Präparat (0 %) eine starke Färbung. Der durchschnittliche „Score“ betrug 2,7 (±4,3). Von den

13  auswertbaren  Präparaten  des  Kolorektums waren  12  Präparate  (92,3  %)  negativ,  1

Präparat (7,7 %) zeigte eine schwache, kein Präparat (0 %) eine mäßige und kein Präparat

(0  %)  eine  starke  Färbung.  Der  durchschnittliche  „Score“  betrug  0,8  (±2,2).  Von  den  9

auswertbaren Präparaten des Pankreas war 1 Präparat (11,1 %) negativ, 6 Präparate (66,7

%) zeigten eine schwache, 2 Präparate (22,2 %) eine mäßige und kein Präparat (0 %) eine

starke Färbung. Der durchschnittliche „Score“ betrug 7,6 (±9,0).

Von  den  15  auswertbaren  Präparaten  der  WHO-Gruppe  1 waren  12  Präparate  (80  %)

negativ, 3 Präparate (20 %) zeigten eine schwache, kein Präparat (0 %) eine mäßige und

kein Präparat (0 %) eine starke Färbung. Der durchschnittliche „Score“ betrug 1,4 (±3,8).

Von den 29 auswertbaren Präparaten der  WHO-Gruppe 2 waren 11 Präparate (37,9 %)

negativ, 15 Präparate (51,7 %) zeigten eine schwache, 3 Präparate (10,3 %) eine mäßige

und kein Präparat (0 %) eine starke Färbung. Der durchschnittliche „Score“ betrug 4,0 (±

5,6).  Von den 10 auswertbaren Präparaten der WHO-Gruppe 3 waren 8 Präparate (80 %)

negativ, 1 Präparat (10 %) zeigte eine schwache, 1 Präparat (10 %) eine mäßige und kein

Präparat eine starke Färbung. Der durchschnittliche „Score“ betrug 2,9 (±6,7).  
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Abb. 16: Prozentuale Verteilung der Färbungsgrade in Abhängigkeit der Organlokalisation für
CD56



CD56/NCAM  zeigte  nur  in  ungefähr  der  Hälfte  der  Präparate  eine  Positivität.

Vernachlässigbar  war  CD56/NCAM in den NET des  Kolorektums.  Tendenziell  wiesen die

NET des Pankreas einen höheren „Score“ auf als die NET des Dünndarms und Kolorektums.

CD56 stellte sich kaum in den NET der  WHO-Gruppe 1 und 3 dar. Zu etwa 60% war eine

Positivität in den Präparaten der WHO-Gruppe 2 detektierbar. 

Interessanterweise nahm mit zunehmender Tumorgröße der CD56-„Score“ signifikant zu (p <

0,01).

CD56/NCAM gilt auch als Marker für natürliche Killerzellen. In den gastrointestinalen NET

wurden  einzelne  Zellen  angefärbt,  bei  denen  es  sich  um natürliche  Killerzellen  handeln

könnte. Die Anzahl von einzelnen CD56-positiven Zellen im Tumorstroma war jedoch sehr

gering. Eine exakte Quantifizierung mittels Computeranalyse wurde nicht durchgeführt. 
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Abb.  17: Prozentuale Verteilung der Färbungsgrade in Abhängigkeit  der WHO-Gruppe für
CD56

Abb.  18:  Beispiel  für  CD56  als  Marker  für  Tumorzellen,  Dünndarm,  100fache
Originalvergrößerung
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Abb. 19: Beispiel für CD56 als Marker für NK-Zellen (seltenes Bild), Kolorektum, 100fache
Originalvergrößerung



Repräsentative Paraffinschnitte der NET verschiedener Lokalisationen in Hinblick auf die WHO-Gruppen: A-C:
Dünndarm,  D-F:  Kolorektum,  G+H:  Pankreas;  überwiegend  negative  bzw.  schwache  Färbung  mit  stärkerer
Positivität  im Pankreas (G+H) und schwacher  Positivität  in WHO-Gruppe 2 des Dünndarms (B);  Kolorektum
negativ (D-F)
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Abb.  20:  CD56/NCAM,  repräsentative  Darstellung  von  Paraffinschnitten,
100fache Originalvergrößerung 



3.2.1.3 S100 

Von den insgesamt 37 auswertbaren Präparaten waren 30 Präparate (81,1 %) negativ, 7

Präparate  (18,9  %)  zeigten  eine  schwache,  kein  Präparat  (0  %)  eine  mäßige  und  kein

Präparat (0 %) eine starke Färbung. Der durchschnittliche „Score“ betrug 0,8 (±2,2).  

Von den 21 auswertbaren Präparaten des Dünndarms waren 18 Präparate (85,7 %) negativ;

3 Präparate (14,3 %) zeigten eine schwache Färbung. Der durchschnittliche „Score“ betrug

1,0 (±2,9). Von den 7 auswertbaren Präparaten des Kolorektums waren 5 Präparate (71,4 %)

negativ; 2 Präparate (28,6 %) zeigten eine schwache Färbung. Der durchschnittliche „Score“

betrug 0,6 (±0,6).  Von den 9 auswertbaren Präparaten des  Pankreas waren 7 Präparate

(77,8  %)  negativ;  2  Präparate  (22,2  %)  zeigten  eine  schwache  Färbung.  Der

durchschnittliche „Score“ betrug 0,6 (±0,9).

Von den 26 auswertbaren Präparaten der  WHO-Gruppe 2 waren 20 Präparate (76,9 %)

negativ; 6 Präparate (23,1 %) zeigten eine schwache Färbung. Der durchschnittliche „Score“

betrug  1,0  (±2,6).  Von  den  11  auswertbaren  Präparaten  der  WHO-Gruppe  3 waren  10

Präparate  (90,9  %)  negativ,  1  Präparat  (9,1  %)  zeigte  eine  schwache  Färbung.  Der

durchschnittliche „Score“ betrug 0,3 (±0,4).  Daten für NET der WHO-Gruppe 1 lagen nicht

vor. 
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Abb. 21: Prozentuale Verteilung der Färbungsgrade in Abhängigkeit der Organlokalisation für
S100



S100  stellte  sich  als  Tumormarker  in  allen  Organen  bzw.  WHO-Gruppen  mit

vernachlässigbarer, inhomogener Positivität dar. S100 kann bei >80 % negativen Präparaten

nicht  als  adäquater  Tumormarker  betrachtet  werden,  wobei  für  NET der  WHO-Gruppe 1

keine Daten vorlagen.

S100-positive Zellen ließen sich jedoch in allen drei Organsystemen als einzelne Zellen im

Tumorstroma  darstellen.  Dabei  zeigten  die  Zellen  die  für  dendritische  Zellen  typischen

Ausläufer. Da S100 ebenfalls als Tumormarker für neuroendokrine Karzinome beschrieben

wurde (Al-Khafaji et al. 1998), wurde darauf verzichtet, die S100-positiven Zellen quantitativ

darzustellen.
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Abb.  22:  Prozentuale  Verteilung  der  Färbungsgrade  in
Abhängigkeit der WHO-Gruppe für S100

Abb. 23: Beispiel für S100 als Marker für dendritische Zellen im Tumorstroma (seltenes Bild
in Bezug auf die große Anzahl positiver Zellen), Pankreas, 100fache Originalvergrößerung



Repräsentative Paraffinschnitte der NET verschiedener Lokalisationen in Hinblick auf die WHO-Gruppen: A+B:
Dünndarm, C+D: Kolorektum, E+F: Pankreas; überwiegend negative Färbung mit vereinzelter Positivität in WHO-
Gruppe 2 des Pankreas (E); S100 kann nicht als adäquater Tumormarker betrachtet werden.
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Abb. 24: S100, repräsentative Darstellung, 100fache Vergrößerung. 



3.2.2 Darstellung der histologischen Wachstumsmuster

Von den insgesamt 55 Präparaten zeigten 22 Präparate (40 %) ein insuläres, 12 Präparate

(21,8 %) ein azinäres,  13 Präparate (23,6 %) ein  trabekuläres,  5 Präparate  (9,1 %) ein

diffuses  und  3  Präparate  (5,5  %)  ein  gemischt  insulär-azinäres  histologisches

Wachstumsmuster.

Von den 32 Präparaten des  Dünndarms zeigten 19 Präparate  (59,4  %) ein  insuläres,  5

Präparate (15,6 %) ein azinäres, 2 Präparate (6,3 %) ein trabekuläres, 3 Präparate (9,4 %)

ein  diffuses  und  3  Präparate  (9,4  %)  ein  gemischt  insulär-azinäres  histologisches

Wachstumsmuster.  Von den 13 Präparaten des Kolorektums zeigte 1 Präparat (7,7 %) ein

insuläres histologisches Wachstumsmuster,  3  Präparate (23,1 %) zeigten ein azinäres,  7

Präparate (53,8 %) ein trabekuläres, 2 Präparate (15,4 %) ein diffuses und kein Präparat (0

%) ein gemischt insulär-azinäres histologisches Wachstumsmuster.  Von den 10 Präparaten

des Pankreas zeigten 2 Präparate (20 %) ein insuläres, 4 Präparate (40 %) ein azinäres, 4

Präparate (40 %) ein trabekuläres, kein Präparat (0 %) ein diffuses und kein Präparat (0 %)

ein gemischt insulär-azinäres histologisches Wachstumsmuster.  

Von den 15 Präparaten der  WHO-Gruppe 1 zeigten 3 Präparate (20 %) ein insuläres,  3

Präparate (20 %) ein azinäres, 6 Präparate (40 %) ein trabekuläres, kein Präparat (0 %) ein

diffuses  und  3  Präparate  (20  %)  ein  gemischt  insulär-azinäres  histologisches

Wachstumsmuster.  Von den 29 Präparaten der WHO-Gruppe 2 zeigten 18 Präparate (62,1

%) ein insuläres, 5 Präparate (17,2 %) ein azinäres, 6 Präparate (20,7 %) ein trabekuläres,

kein  Präparat  (0  %)  ein  diffuses  und  kein  Präparat  (0  %)  ein  gemischt  insulär-azinäres

histologisches  Wachstumsmuster.   Von  den  11  Präparaten  der  WHO-Gruppe  3 zeigte  1

Präparat  (9,1  %)  ein  insuläres  histologisches  Wachstumsmuster,  4   Präparate  (36,4  %)

zeigten ein azinäres, 1 Präparat (9,1 %) ein trabekuläres, 5 Präparate (45,5 %) ein diffuses

und kein Präparat (0 %) ein gemischt insulär-azinäres histologisches Wachstumsmuster. 
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Abb. 25: Verteilung aller NET in Abhängigkeit des histologischen Wachstumsmusters 

Abb.  26:  Beispiel  für  insuläres  Wachstumsmuster,  Dünndarm,  100fache
Originalvergrößerung
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Abb.  27:  Beispiel  für  azinäres  Wachstumsmuster,  Dünndarm,  100fache
Originalvergrößerung

Abb.  28:  Beispiel  für  trabekuläres  Wachstumsmuster,  Dünndarm,  100fache
Originalvergrößerung



3.2.3 Darstellung der Tumorstromamarker

3.2.3.1 Bestandteile des Tumorstromas

Zum Tumorstroma gehören Muskel-, Gefäß-, und Bindegewebszellen, die das Gerüst für den

Tumor bilden und für die Ernährung und das Wachstum des Tumors eine Rolle spielen. Die

verwendeten  Marker  dienen  dazu,  Kenntnisse  über  die  Zusammensetzung  des

Tumorstromas der NET zu erhalten. Das Tumorstroma bei neuroendokrinen Tumoren bildet

in der Regel Septen-ähnliche Formationen um die Tumorzellnester. 

3.2.3.2 α-SMA 

Von den insgesamt 38 auswertbaren Präparaten war in allen Präparaten (100 %)

eine  Antikörperpositivität  im  Stroma  detektierbar.  Von  den  38  auswertbaren

Präparaten  ließen  sich  27  Präparate  der  WHO-Gruppe  2 und  11  Präparate  der

WHO-Gruppe  3 zuordnen.   Angefärbt  wurde  das  Muskelgewebe  zwischen  den

Tumorzellen. Die Tumorzellen wurden nicht gefärbt. 

Im  Dünndarm zeigte das Stroma in 17 von 21 Präparaten (80,1 %) kräftig gefärbte, breite

und lange Aktinbündel.  Die Bündel  waren um die Tumorzellnester  angeordnet.  2  von 21

Präparaten  (9,5  %)  zeigten  schwach  gefärbte,  breite  und  lange  Aktinbündel.  2  von  21

Präparaten (9,5 %) zeigten schmale, kurze und unregelmäßige Aktinbündel. Bei den beiden

Präparaten handelte es sich um NET der WHO-Gruppe 3. 

 58

Abb. 29: Beispiel für diffuses Wachstumsmuster, Dünndarm, 100fache Originalvergrößerung



Im Kolorektum zeigte das Stroma in 3 von 7 Präparaten (42,9 %) kräftig gefärbte, breite und

lange Aktinbündel. 2 von 7 Präparaten (28,6 %) zeigten schmale, kurze und unregelmäßige

Aktinbündel. Bei den beiden Präparaten handelte es sich um NET der WHO-Gruppe 3. Bei 2

von 7 Präparaten (28,6 %) war vorwiegend das Bindegewebe in den Gefäßen angefärbt

worden.

Die α-SMA-Positivität im Stroma der NET des Pankreas war unregelmäßiger im Vergleich zu

NET des Dünndarms. In den Präparaten war das Stroma in einigen Abschnitten komplett und

deutlich  gefärbt,  in  einigen  Abschnitten  nur  inkomplett.  Einige  Stellen  zeigten  eine  nur

schwach positive Färbung. In einem Präparat waren vorwiegend die Gefäße gefärbt.
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Abb. 30: Beispiel für die überwiegend kräftig gefärbten, breiten und langen Aktinbündel im
Dünndarm, 100fache Originalvergrößerung

Abb.  31:  Beispiel  für  die  Anfärbung  von  Gefäßen  im  Kolorektum,  100fache
Originalvergrößerung



In  allen  drei  Organlokalisationen  wurden  die  Tumorzellen  nicht  angefärbt,  sondern

ausschließlich das Bindegewebe in den Septen zwischen den Tumorzellkomplexen. 

Die Aktinbündel in den Tumoren der WHO-Gruppe 2 stellten sich überwiegend breit und lang

gezogen dar. Sie füllten das gesamte Bindegewebe zwischen den Tumorzellnestern aus. In

den  Tumoren  der  WHO-Gruppe  3 waren  die  Aktinbündel  deutlich  schmaler,  kürzer  und

unregelmäßiger bei gleichzeitig verkleinertem Tumorstroma.
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Repräsentative Paraffinschnitte der NET verschiedener Lokalisationen in Hinblick auf die WHO-Gruppen: A+B:
Dünndarm, C+D: Kolorektum, E+F: Pankreas; α-SMA-Bündel im Stroma aller Präparate nachweisbar; Tumoren
der WHO-Gruppe 2 zeigen breite und lange Stränge (A, C, E); in Tumoren der WHO-Gruppe 3 sind die Stränge
schmal und kurz (B, D, F) bei gleichzeitig verkleinertem Tumorstroma
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Abb. 32: α-SMA, repräsentative Darstellung von Paraffinschnitten, 100fache Vergrößerung



3.2.3.3 Desmin 

Von  den  insgesamt  37  auswertbaren  Präparaten  war  in  15  Präparaten  (40,5  %)  eine

Antikörperpositivität  im  Stroma  detektierbar.  Von  den  20  auswertbaren  Präparaten  des

Dünndarms war  in  14 Präparaten (70 %) eine Positivität  im Stroma erkennbar,  1 von 7

auswertbaren Präparaten (14,3 %) im  Kolorektum zeigte eine Positivität. Im  Pankreas war

von 10 auswertbaren Präparaten kein Präparat (0 %)  für den Antikörper positiv.

Von den insgesamt 26 auswertbaren Präparaten der  WHO-Gruppe 2 war in 13 Präparaten

(50  %)  eine  Antikörperpositivität  im  Stroma  detektierbar.  Von  den  11  auswertbaren

Präparaten der  WHO-Gruppe 3 war  in  2 Präparaten (18,2 %) eine Positivität  im Stroma

erkennbar. 

Im  Dünndarm zeigte  deutlich  mehr  als  die  Hälfte  der  Präparate  eine  Färbung  im

Tumorstroma.  Die  Färbung  war  jedoch  nicht  an  allen  Stellen  des  Tumorstromas

nachzuweisen. Während im Dünndarm einige Bereiche bzw. Präparate nur schwach positive

Areale  zeigten,  stellten  sich  einige  Bereiche  deutlich  positiv  dar.  Im  Vergleich  zur

Aktinfärbung waren die angefärbten Stränge schmaler, unregelmäßiger und weniger stark

gefärbt. 

Ein  anderes  Bild  ergab  sich  bei  den  Präparaten  des  Kolorektums und  Pankreas.  Im

Kolorektum war ein Präparat positiv; im Pankreas war in keinem Präparat eine Positivität zu

detektieren. Ein Präparat des Kolorektums zeigte eine schwache Anfärbung der Tumorzellen.

Bei dem Tumor handelte es sich um einen G2-Tumor mit hohem Ki-67-Proliferationsindex

(17,8 %). 
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Abb.  33:  Beispiel für die unterschiedliche Ausprägung der Färbung von Aktin und Desmin
im Dünndarm (links: Aktin, rechts Desmin, selbes Präparat), 100fache Originalvergrößerung



Die Präparate der WHO-Gruppe 2 waren zur Hälfte positiv. Die Präparate der WHO-Gruppe

3 zeigten  bei  einem  deutlich  schmaleren  Tumorstroma  nur  vereinzelt  schmale,  positive

Stränge zwischen den Tumorzellkomplexen. Das Stroma war in den Präparaten der WHO-

Gruppe 3 überwiegend negativ für Desmin.
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Repräsentative Paraffinschnitte der NET verschiedener Lokalisationen in Hinblick auf die WHO-Gruppen: A+B:
Dünndarm, C+D: Kolorektum, E+F: Pankreas; überwiegend negative Färbung; schmale positive Stränge in WHO-
Gruppe 2 des Dünndarms (A)
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Abb. 34: Desmin, repräsentative Darstellung von Paraffinschnitten,100fache 
Originalvergrößerung



3.2.3.4 Fascin 

In allen der 38 auswertbaren Präparate wurden Gefäße und Zellen im Tumorstroma mit z.T.

dendritischer Zellmorphologie angefärbt.  4 von 38 Präparaten (10,5 %) zeigten zusätzlich

eine Positivität der Tumorzellen. Von den 4 Präparaten stammten 2 aus dem Dünndarm und

2 aus dem Kolorektum. Die 4 Präparate mit positiven Tumorzellen gehörten zu den Tumoren

der WHO-Gruppe 3.  

Von den auswertbaren Präparaten stammten 21 Präparate aus dem Dünndarm, 7 aus dem

Kolorektum und 10 aus dem Pankreas. Von den 38 Präparaten ließen sich 27 Präparate der

WHO-Gruppe 2 und 11 Präparate der WHO-Gruppe 3 zuordnen. 

Die Fascin-Färbung präsentierte sich insgesamt eher heterogen. Im  Dünndarm ergab sich

das typische Bild, dass in erster Linie Wände kleinerer Gefäße von dem Antikörper angefärbt

wurden. Darüber hinaus waren jedoch zwischen den angefärbten Gefäßen in vielen Fällen

Antikörper-markierte Zellen zu detektieren. Einige Zellen zeigten die für dendritische Zellen

typischen  Ausläufer.  Im  Vergleich  zur  Kim1p-Färbung  waren  die  Zellen  mit  Ausläufern

seltener zu detektieren.  

Im Kolorektum präsentierte sich die Färbung heterogener. In allen Präparaten zeigte sich

eine deutliche Positivität der Antikörper-Färbung in einzelnen Zellen des Stromas. In zwei

Präparaten  waren  die  positiven  Tumorzellen  kaum  abgrenzbar  von  den  gefärbten

Stromazellen. Hier zeigte sich ein diffuses Zellbild. 

Die Färbung im  Pankreas stellte sich homogener als die Färbung im  Kolorektum dar. Die

Gefäßwände waren deutlich und regelmäßig angefärbt. Zellen im Stroma waren detektierbar.

Vereinzelt waren im Stroma Zellen mit kleinen Ausläufern zu erkennen.  In keinem Präparat

zeigten die Tumorzellen eine Positivität. Ein Präparat zeigte eine diffuse Färbung ohne klare

Darstellung der Gefäße im Tumorstroma. 

Die  Präparate  der  WHO-Gruppe  2 zeigten  regelmäßig  gefärbte  Zellen  im  Tumorstroma

zwischen den Tumorzellkomplexen. Es waren sowohl Gefäßwände, als auch kleinere runde

Zellen, teils mit den für dendritische Zellen typischen Ausläufern, zu erkennen. Die Präparate

der WHO-Gruppe 3 stellten sich heterogen dar.  Die Präparate, in denen die Tumorzellen

positiv  waren,  zeigten  ein  diffuses  Zellbild  mit  geringer  Abgrenzung  von  Tumor-  und

Stromazellen bei insgesamt geringem Stroma-Anteil. Bei zwei Präparaten war das Stroma

deutlich von den Tumorzellen abgrenzbar. Hier zeigten sich sowohl positive Gefäßwände als

auch runde, plumpe Zellen. Vereinzelt waren Zellen mit kleinen Zellausläufern erkennbar. 
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Abb.  35: Beispiel  für  Fascin als  Marker für  dendritische Zellen und
Gefäße, Pankreas, 100fache Originalvergrößerung

Abb.  36:  Beispiel  für  Fascin  als  Marker  für  Tumorzellen, Dünndarm, 100fache
Originalvergrößerung



Repräsentative Paraffinschnitte der NET verschiedener Lokalisationen in Hinblick auf die WHO-Gruppen: A+B:
Dünndarm,  C+D:  Kolorektum,  E+F:  Pankreas;  Fascin  im  Stroma  aller  Präparate  nachweisbar,  insgesamt
heterogenes Bild  mit  Anfärbung von Gefäßen und weiteren Zellen im Stroma;  Tumoren der  WHO-Gruppe 3
zeigen  ein  diffuses  Zellbild  mit  geringer  Abgrenzbarkeit  von  Tumor  und  Stroma  bei  insgesamt  verringertem
Stroma (B, D, F) 
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Abb.  37:  Fascin,  Repräsentative  Darstellung  von  Paraffinschnitten,  100fache
Original-vergrößerung



3.2.3.5 CD 34 

Von  den  insgesamt  37  auswertbaren  Präparaten  war  in  32  Präparaten  (86,5  %)  eine

Antikörperpositivität  im  Stroma  detektierbar.  Von  den  21  auswertbaren  Präparaten  des

Dünndarms war  in  17 Präparaten (81 %) eine Positivität  im Stroma erkennbar,  5 von 6

auswertbaren Präparaten (83,3 %) im Kolorektum zeigten eine Positivität. Im Pankreas war

das Stroma in allen 10 Präparaten (100 %) positiv. Die Tumorzellen zeigten keine Positivität.

Von den insgesamt 27 auswertbaren Präparaten der  WHO-Gruppe 2 war in 24 Präparaten

(88,9  %)  eine  Antikörperpositivität  im  Stroma  detektierbar.  Von  den  10  auswertbaren

Präparaten  der  WHO-Gruppe  3 war  in  8  Präparaten  (80  %)  eine  Positivität  im  Stroma

erkennbar. 

Die  CD34-Färbung präsentierte sich  insgesamt relativ  homogen.  Im  Dünndarm waren in

mehr als 80 % der Präparate die Bindegewebssepten zwischen den  Tumorzellen mit dem

Antikörper gefärbt. Dabei handelte es sich um die Endothelzellen kleinerer Gefäße, die eine

Positivität aufwiesen. 

Im Kolorektum war das Stroma in mehr als 80 % der Präparate für den Antikörper positiv. Es

wurden Endothelzellen gefärbt.  

Im  Pankreas präsentierte sich die Färbung sehr homogen. In allen Präparaten waren die

Endothelzellen im Tumorstroma deutlich und regelmäßig mit dem Antikörper gefärbt. 

Tumoren der WHO-Gruppen 2 und 3 zeigten in mehr als 80 % und in 80 % aller Präparate

eine Färbung der Endothelzellen im Tumorstroma. Die Dichte der Endothelzellen in den NET

der  WHO-Gruppe 3 variierte stärker.  Die Endothelzellen in  Tumoren der  WHO-Gruppe 3

stellten sich vereinzelt inhomogen konfiguriert dar. 

Der Antikörper CD34 färbte insgesamt in mehr als 80% der Präparate die Endothelzellen im

Tumorstroma  deutlich  an.  CD34  präsentierte  sich  als  zuverlässiger  Marker  für  die

Vaskularisation  der  NET.  Die  Tumorzellen  waren  negativ  für  den  Antikörper.

Hämatopoetische Vorläuferzellen konnten nicht mit Sicherheit detektiert werden.  
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Repräsentative Paraffinschnitte der NET verschiedener Lokalisationen in Hinblick auf die WHO-Gruppen: A+B:
Dünndarm,  C+D:  Kolorektum,  E+F:  Pankreas;  CD34  im  Stroma  regelmäßig  nachweisbar,  insgesamt  relativ
homogenes  Bild  mit  deutlicher  Anfärbung  der  Endothelzellen;  CD34  präsentiert  sich  als  verlässlicher
Gefäßmarker; Tumorzellen ohne Anfärbung
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Abb.  38:  CD34,  repräsentative  Darstellung  von  Paraffinschnitten,  100fache
Originalvergrößerung



3.2.3.6 vWF (von-Willebrand-Faktor)

vWF wurde exemplarisch für die Präparate des Dünndarms gefärbt. vWF fungierte hier als

Stromamarker.  Für  die  NET  des  Dünndarms zeigte  sich,  dass  der  Antikörper  das  von-

Willebrand-Antigen in den Endothelzellen anfärbte. Somit kann der vWF als Ergänzung zu

CD34  als  Gefäßmarker  für  NET  des  Dünndarms gesehen  werden.  Die  folgenden

Abbildungen zeigen verschiedene Ausschnitte eines Präparats des Dünndarms, das mit dem

vWF-Antikörper in der Immunfluoreszenz gefärbt wurde.

3.3 Darstellung der Immunzellen

3.3.1 Morphologische Darstellung der Immunzellen

Die Kim1p-positiven Zellen zeigten eine heterogene Morphologie. Während ein großer Teil

der  Zellen die für  fibrohistiozytäre Zellen typischen Ausläufer  zeigte,  waren einige Zellen

größer und stellten sich plump, d.h. ohne Ausläufer dar. Diese plumpen Zellen ließen sich

hauptsächlich in den Tumoren der WHO-Gruppe 3 finden. Die CD3-positiven Zellen zeigten

die  für  Lymphozyten  typische  runde  Konfiguration  ohne  Präsentation  von  zellulären

Ausläufern. CD68-positive Zellen waren seltener und größer als die anderen untersuchten

Immunzellen.  Damit  zeigten  sie  z.T.  Charakteristika  von  aktivierten  (lysosomenreichen)

Gewebsmakrophagen.  Die  wenigen  CD20-positiven  Zellen  präsentierten  sich  als  kleine,

rundliche Zellkomplexe, die teils in follikulären Strukturen angeordnet waren. 

Die folgenden Abbildungen stellen Beispiele für die unterschiedlichen Färbungen dar, um die

Morphologie der Immunzellen zu veranschaulichen. 
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Abb.  39:  vWF,  repräsentative  Darstellung  von  Paraffinschnitten  in  der
Immunfluores-zenzfärbung, 200fache Originalvergrößerung

    A Dünndarm WHO-Gruppe 3         B Dünndarm WHO-Gruppe 3         C Dünndarm WHO-Gruppe 3
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Abb.  40:  Kim1p,  100fache  Originalvergrößerung,  Beispiel  für  die  unterschiedliche
Morphologie;  links:  Kim1p-positive  Zellen  mit  den  für  dendritische  Zellen  typischen
Zellausläufern, rechts: Kim1p-positive Zellen von vorwiegend runder, plumper Gestalt ohne
charakteristische Ausläufer

Abb. 41: CD3, 100fache Originalvergrößerung

Abb. 42: CD68, 100fache Originalvergrößerung



3.3.2 Quantitative Darstellung der immunhistochemischen Analyse

Kim1p-positive Zellen waren die häufigsten Zellen in den 55 NET. 18,2 % (±11 %) der Zellen

stellten sich Kim1p-positiv dar; 4,8 % (± 5,2 %) der Zellen waren positiv für CD3; 1,6 % (±2,9

%) der Zellen waren CD68-positiv. Die prozentuale Anzahl von CD20-positiven Zellen war

gering. Es stellten sich durchschnittlich 0,7 % (±1,9 %) der Zellen CD20-positiv dar.  

In den 32 NET des Dünndarms stellten sich 16,9 % (±10,1 %) der Zellen Kim1p-positiv dar;

4,5 % (±6 %) der Zellen waren CD3-positiv; 0,8 % (±1,6 %) zeigten eine CD68-Positivität und

0,5 % (± 0,9 %) waren positiv für CD20. 

In den 13 NET des Kolorektums stellten sich 21,2 % (±14 %) der Zellen Kim1p-positiv dar;

6,8 %  (±4,6 %) der Zellen waren CD3-positiv; 3,9 % (±4,7 %) zeigten eine CD68-Positivität

und 1,5 % (±3,7 %) waren positiv für CD20.

In den 10 NET des Pankreas stellten sich 18,5 % (±9,4 %) der Zellen Kim1p-positiv dar; 3,1

% (±2 %) der Zellen waren CD3-positiv; 1,1 % (±1,2 %) zeigten eine CD68-Positivität und 0,3

% (±0,3 %) waren positiv für CD20.

Die NET des Kolorektums zeigten im Vergleich zu den NET des Dünndarms und den NET

des  Pankreas bei  allen  vier  Antikörpern  zur  Detektion  von  Immunzellen  eine  höhere

prozentuale Häufigkeit, die für die CD68-positiven Zellen signifikant war (p <0,01). 

Die unterschiedliche prozentuale Häufigkeit der Immunzellen abhängig von der Lokalisation

ist in Abbildung 44 graphisch dargestellt.
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Abb. 43: CD20, 100fache Originalvergrößerung



In den verschiedenen WHO-Gruppen der NET zeigten sich Unterschiede in der Verteilung.

Bei den NET der WHO-Gruppe 1 stellten sich 7,6 % (±3,7 %) der Zellen Kim1p-positiv dar;

4,2 % (±3,3 %) der Zellen waren CD3-positiv; 0,1 % (±0,1 %) zeigten eine CD68-Positivität

und 0,3 % (±0,8 %) waren positiv für CD20.

Bei den NET der WHO-Gruppe 2 stellten sich 19,9 % (±8,7 %) der Zellen Kim1p-positiv dar;

3,4 % (±2,7 %) der Zellen waren CD3-positiv; 0,8 % (±1,8 %) zeigten eine CD68-Positivität

und 0,9 % (±2,6 %) waren positiv für CD20. 

In den NET der WHO-Gruppe 3 war mit Ausnahme der CD20-positiven Zellen, die insgesamt

eine eher untergeordnete Rolle spielten, bei den anderen drei Antikörpern zur Detektion von

Immunzellen eine höhere prozentuale Anzahl an Zellen nachweisbar. 

Bei den NET der WHO-Gruppe 3 stellten sich 28,1 % (±11,6 %) der Zellen positiv für Kim1p

dar;  9,6  % (±9,1  %)  der  Zellen  waren CD3-positiv;  5,8  % (±3,4  %)  zeigten eine CD68-

Positivität und 0,7 % (±0,6 %) waren positiv für CD20. 

Die Anzahl Kim1p-positiver Zellen und CD-68-positiver Zellen nahm mit steigender WHO-

Gruppe tendenziell zu. In NET der  WHO-Gruppe 3 war die prozentuale Anzahl  an Kim1p-

positiven Zellen signifikant höher als in NET der WHO-Gruppe 1 (p <0,01). In NET der WHO-

Gruppe 2 war die prozentuale Anzahl Kim1p-positiver Zellen signifikant höher als in NET der

WHO-Gruppe 1 (p <0,01). In NET der  WHO-Gruppe 3 war die prozentuale Anzahl CD68-

positiver Zellen signifikant höher als in NET der WHO-Gruppen 1 und 2 (p <0,01). 

Die  prozentuale  Anzahl  CD3-positiver  Zellen  war  in  NET der  WHO-Gruppe  3 signifikant

höher als in NET der WHO-Gruppe 2 (p <0,01). 

Die  unterschiedliche  prozentuale  Häufigkeit  der  Immunzellen  abhängig  von  der  WHO-

Gruppe,  entsprechend  der  WHO-Klassifikation  von  2000  ist  in  Abbildung  45  graphisch

dargestellt.

Unter Berücksichtigung des Gradings der WHO-Klassifikation von 2000, die der Einteilung in

die  drei  prognostischen  Gruppen  Neuroendokrine  Neoplasie  Grad  1  (NEN-G1),

Neuroendokrine Neoplasie Grad 2 (NEN-G2) und Neuroendokrines Karzinom Grad 3 (NEC-

G3) nach der  WHO-Klassifkation  von 2010  entspricht  (Klimstra  et  al.  2010),  zeigte  sich

tendenziell  eine  erhöhte  Anzahl  an  Immunzellen  mit  steigendem  Grading,  wobei  der

Unterschied  zwischen  G1-Tumoren  und  G3-Tumoren  für  CD68  signifikant  war  (p<0,01).

Unter Annahme eines Signifikanzniveaus von 0,05 wären die Unterschiede zwischen  G1-

Tumoren und G3-Tumoren für Kim1p bzw. zwischen G2-Tumoren und G3-Tumoren für CD68

ebenfalls signifikant gewesen.
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In den 39 NEN-G1 stellten sich 15,4 % (±9,8 %) der Zellen Kim1p-positiv dar; 3,8  %  (±3 %)

der Zellen waren CD3-positiv; 0,5 % (±1,5 %) zeigten eine CD68-Positivität und 0,6 % (± 2,2

%) waren positiv für CD20. 

In den 8 NEN-G2 stellten sich 21,7 % (±9,2 %) der Zellen Kim1p-positiv dar; 4,2 %  (±3,5 %)

der Zellen waren CD3-positiv; 1,9 % (±2,7 %) zeigten eine CD68-Positivität und 1,2 % (±1,5

%) waren positiv für CD20.

In den 8 NEC-G3 stellten sich 28,3 % (±12,5 %) der Zellen Kim1p-positiv dar; 10,4 % (±10,4

%) der Zellen waren CD3-positiv; 6,4 % (±3,3 %) zeigten eine CD68-Positivität und 0,6 %

(±0,5 %) waren positiv für CD20.

Die  unterschiedliche  prozentuale  Häufigkeit  der  Immunzellen  abhängig  vom  Grading,

entsprechend der WHO-Klassifkation von 2010, ist in Abbildung 46 graphisch dargestellt.

Darüber hinaus war die prozentuale Anzahl der Immunzellen von der Größe des Tumors

abhängig. Mit zunehmender Tumorgröße stieg die Anzahl Kim1p-positiver Zellen und CD68-

positiver Zellen signifikant an (p <0,01). 
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Abb. 44: Die Abbildung fasst die Unterschiede in der prozentualen Anzahl der Immunzellen
bezüglich der Organlokalisation zusammen.



Die  prozentuale  Anzahl  an  Kim1p-positiven  Zellen  war  signifikant  höher  als  die

durchschnittliche  Anzahl  aller  anderen  gefärbten  Immunzellen  (p  <0,01).  Die  Anzahl  an

CD68-positiven Zellen war im Kolorektum am höchsten im Vergleich zu den anderen beiden

Organlokalisationen.  Der Unterschied zwischen  Kolorektum und  Dünndarm war  für  CD68

signifikant (p <0,01). CD20-positive Zellen waren vernachlässigbar. Insgesamt unterschied

sich  die  prozentuale  Anzahl  der  Immunzellen  in  den  Organen  nur  geringfügig  mit  der

Tendenz eines erhöhten Vorkommens von Immunzellen im Kolorektum.  

Die  prozentuale  Anzahl  Kim1p-positiver  Zellen  und  CD68-positiver  Zellen  stieg  mit

zunehmender  WHO-Gruppe  tendenziell  an.  Die  Unterschiede  zwischen  NET  der  WHO-

Gruppe 1 und NET der  WHO-Gruppe 2 bzw. die Unterschiede zwischen NET der  WHO-

Gruppe 1 und NET der  WHO-Gruppe 3 waren für Kim1p signifikant (p <0,01). In NET der

WHO-Gruppe 3 war die prozentuale Anzahl CD68-positiver Zellen im Vergleich zu NET der

WHO-Gruppe 1 und  2 signifikant erhöht (p <0,01). In NET der  WHO-Gruppe 3 zeigte sich

eine signifikant höhere prozentuale Anzahl an CD3-positiven Zellen als in NET der  WHO-

Gruppe 2 (p <0,01). 
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Abb. 45: Die Abbildung fasst die Unterschiede in der prozentualen Anzahl der Immunzellen
bezüglich der WHO-Gruppe zusammen, entsprechend der WHO-Klassifikation von 2000.



Die prozentuale Anzahl der Immunzellen stieg mit zunehmendem Grading für Kim1p, CD3

und CD68 tendenziell an, wobei der Unterschied zwischen G1-Tumoren und G3-Tumoren für

CD68 signifikant war (p<0,01). Unter Annahme eines Signifikanzniveaus von 0,05 wären die

Unterschiede zwischen G1-Tumoren und G3-Tumoren für Kim1p bzw. zwischen G2-Tumoren

und G3-Tumoren für CD68 ebenfalls signifikant gewesen. 
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Abb. 46: Die Abbildung fasst die Unterschiede in der prozentualen Anzahl der Immunzellen
bezüglich des Gradings nach den Konsensus-Konferenzen von Frascati zusammen (Rindi
et al. 2006b, 2007, Klöppel et al. 2007), entsprechend der WHO-Klassifikation von 2010
(Klimstra et al. 2010)



Repräsentative Paraffinschnitte der NET verschiedener Lokalisationen in Hinblick auf die WHO-Gruppen: A-C:
Dünndarm, D-F: Kolorektum, G+H: Pankreas; bezeichnend ist die Zunahme der Kim1p-positiven Zellen mit der
WHO-Gruppe;  Immunzellen  in  Tumoren  der  WHO-Gruppe  3  treten  in  Kontakt  mit  Tumorzellen  bei  deutlich
aufgelockertem Tumorstroma (C, F, H)
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Abb. 47: Repräsentative Kim1p-Schnitte, 100fache Vergrößerung



Repräsentative Paraffinschnitte der NET verschiedener Lokalisationen in Hinblick auf die WHO-Gruppen: A-C:
Dünndarm, D-F: Kolorektum, G+H: Pankreas; in Tumoren der WHO-Gruppe 3 befinden sich mehr CD3-positive
Zellen im Vergleich zu Tumoren der WHO-Gruppen 1 bzw. 2 (C, F, H); Immunzellen in Tumoren der WHO-Gruppe
3 treten in Kontakt mit Tumorzellen bei deutlich aufgelockertem Tumorstroma (C, F, H)
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Abbildung 48: Repräsentative CD3-Schnitte, 100fache Vergrößerung



Repräsentative Paraffinschnitte der NET verschiedener Lokalisationen in Hinblick auf die WHO-Gruppen: A-C:
Dünndarm, D-F: Kolorektum, G+H: Pankreas; insgesamt wenig positive Zellen, vermehrt CD68-positive Zellen in
Tumoren der WHO-Gruppe 3
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Abbildung 49: Repräsentative CD68-Schnitte, 100fache Vergrößerung



Repräsentative Paraffinschnitte der NET verschiedener Lokalisationen in Hinblick auf die WHO-Gruppen: A-C:
Dünndarm, D-F: Kolorektum, G+H: Pankreas; insgesamt kaum positive Zellen erkennbar; CD20-positive Zellen
spielen eine vernachlässigbare Rolle.
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Abb. 50: Repräsentative CD20 Schnitte, 100fache Vergrößerung



3.4 Darstellung des CCR2

Von den insgesamt 51 auswertbaren Präparaten waren alle Präparate (100 %) positiv, 18

Präparate  (35,3  %)  zeigten  eine  schwache,  9  Präparate  (17,6  %)  eine  mäßige  und  24

Präparate (47,1 %) eine starke Positivität. Das Zytoplasma der einzelnen Tumorzellen färbte

sich dabei homogen an. Bei den Tumoren mit trabekulärem Wachstumsmuster war vereinzelt

eine  stärkere  Färbung  des  Zellpols,  der  an  das  Stroma  grenzte,  zu  erkennen.  Der

durchschnittliche „Score“ betrug 36,5 (±36).

Von den 28 auswertbaren Präparaten des  Dünndarms zeigten 13 Präparate (46,4 %) eine

schwache,  5  Präparate  (17,9  %)  eine  mäßige  und  10  Präparate  (35,7  %)  eine  starke

Positivität.  Der  durchschnittliche  „Score“  betrug  23,3  (±19,1).  Von  den  13  auswertbaren

Präparaten des Kolorektums zeigten 4 Präparate (30,8 %) eine schwache, 2 Präparate (15,4

%)  eine  mäßige  und  7  Präparate  (53,8  %)  eine  starke  Positivität.  Der  durchschnittliche

„Score“ betrug 50,3 (±2,7).  Von den 10 auswertbaren Präparaten des  Pankreas zeigte 1

Präparat (10 %) eine schwache, 2 Präparate (20 %) eine mäßige und 7 Präparate (70 %)

eine starke Positivität. Der durchschnittliche „Score“ betrug 55,7 (±49,4).

Von den 14 auswertbaren Präparaten der  WHO-Gruppe 1 zeigte 1 Präparat (7,1 %) eine

schwache,  2  Präparate  (14,3  %)  eine  mäßige  und  11  Präparate  (78,6  %)  eine  starke

Positivität.  Der  durchschnittliche  „Score“  betrug  59,9  (±34,3).  Von  den  26  auswertbaren

Präparaten der WHO-Gruppe 2 zeigten 12 Präparate eine schwache (46,2 %), 5 Präparate

(19,2 %) eine mäßige und 9 Präparate (34,6 %) eine starke Positivität. Der durchschnittliche

„Score“  betrug  25,4  (±27,8).  Von  den  11  auswertbaren  Präparaten  der  WHO-Gruppe  3

zeigten 5 Präparate (45,5 %) eine schwache,  2 Präparate (18,2 %) eine mäßige und 4

Präparate (36,4 %) eine starke Positivität. Der durchschnittliche „Score“ betrug 33,2 (±43,8).
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Abb. 51: Prozentuale Verteilung der Färbungsgrade in Abhängigkeit der Organlokalisation für
CCR2



Die  NET  des  Kolorektums zeigten  eine  signifikant  stärkere  Positivität  als  die  NET  des

Dünndarms (p  <0,01).  Der  Unterschied  der  „Scores“  betrug  27.  Die  NET des  Pankreas

zeigten  eine  signifikant  stärkere  Positivität  als  die  NET  des  Dünndarms  (p  <0,01). Der

Unterschied betrug 32,4. 

Die NET der WHO-Gruppe 1 zeigten eine stärkere Positivität als NET der WHO-Gruppen 2

und 3. Der Unterschied zwischen NET der WHO-Gruppe 1 und NET der WHO-Gruppe 2 war

signifikant (p <0,01). 
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Abb.  52: Prozentuale Verteilung der Färbungsgrade in Abhängigkeit  der WHO-Gruppe für
CCR2



Repräsentative Paraffinschnitte der NET verschiedener Lokalisationen in Hinblick auf die WHO-Gruppen: A-C:
Dünndarm, D-F: Kolorektum, G+H: Pankreas; Tumorzellen deutlich gefärbt;  Tumoren der WHO-Gruppe 1 mit
höherer Intensität der Färbung (A+D)
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Abb.  53:  CCR2,  repräsentative  Darstellung  von  Paraffinschnitten,  100fache
Originalvergrößerung 



4 Diskussion

4.1 Fragestellung

Dies  ist  die  erste  Untersuchung  des  Mikroenvironments  neuroendokriner  Tumoren  vom

epithelialen Typ. NET stellen eine seltene Tumorgruppe mit  einer zunehmenden Inzidenz

zwischen 2,0/100.000 und 6,5/100.000 Einwohnern dar (Hauso et al. 2008, Hemminki und Li

2001). NET vom epithelialen Typ zeigen eine heterogene Histologie (Iacobuzio-Donahue et

al. 2005) und eine heterogene Tumorbiologie (Auerswald 2008). 

Dieser Untersuchung liegt die WHO-Klassifikation von 2000 zugrunde (Klöppel et al. 2007).

Eine neue WHO-Klassifikation  von 2010 verlässt  die  aufwendige Hybridklassifikation  von

2000, die die Größe und Metastasierung beinhaltet. Die neue Klassifikation benutzt erstmals

den  Begriff  der  neuroendokrinen  Neoplasie,  um  die  potentielle  Malignität  aller  NET  zu

betonen, wobei das Grading auf dem Ki-67-Index basiert (Klimstra et al. 2010). 

Meine Ergebnisse zeigen, dass dendritische Zellen, Makrophagen und T-Lymphozyten im

Tumorstroma neuroendokriner Tumoren vorkommen. Die Verteilung von Makrophagen und

dendritischen Zellen in  NET des gastroenteropankreatischen Systems wurde bisher  nicht

untersucht. Es existiert eine Studie, die eine vereinzelte Ansammlung von Lymphozyten in

NET  zeigt  (Vikman  et  al.  2009).  In  NET  des  Kolorektums kommen  tendenziell  mehr

Immunzellen vor. Die NET der  WHO-Gruppe 3 zeigen eine höhere prozentuale Häufigkeit

von dendritischen Zellen,  Makrophagen und T-Lymphozyten.  Die Immunzellen sind in ein

unterschiedliches  Tumorstroma aus  Myofibroblasten,  Gefäßen  und  Bindegewebssträngen

eingebettet. NET der WHO-Gruppe 3 zeigen ein aufgelockertes, schmales Stroma. NET der

WHO-Gruppen  1  bzw.  2 weisen  ein  breites  Stroma  mit  ausgeprägtem  Bindegewebe

zwischen den Tumorzellnestern auf. Die Immunzellen befinden sich im Stroma zwischen den

Tumorzellnestern. 

Im Folgenden diskutiere ich die in der Einleitung gestellten Fragen. Dabei soll zunächst auf

die  Verteilung  der  NET  in  dem  mir  vorliegenden  Kollektiv  in  Hinblick  auf  die

Organlokalisation, WHO-Klassifikation, das Grading, die Größe, das Geschlecht und Alter

eingegangen werden.  Danach betrachte ich die histologische Struktur der Tumoren und des

Tumorstromas  (Tumormarker,  histologische  Wachstumsmuster,  Tumorstromamarker).

Anschließend werde ich die Verteilung der Immunzellen und die Interaktion zwischen Tumor

und Tumorstroma durch Chemokinrezeptoren diskutieren. Ich werde dabei die Unterschiede

der Tumoren im Hinblick auf die Tumormarker, die Ausprägung des Tumorstromas und die

Verteilung der Immunzellen in Abhängigkeit der Organlokalisation und der WHO-Gruppierung

herausstellen.
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4.2 Charakterisierung des Tumorkollektivs (Organlokalisation, WHO-Klassifikation, 

Grading, Tumorgröße, Geschlechts- und Altersverteilung) 

4.2.1 Organlokalisation

In  meiner  Arbeit  habe  ich  insgesamt  55  neuroendokrine  Tumoren  vom  epithelialen  Typ

untersucht. Von den 55 Tumoren stammten 32 aus dem Dünndarm (58,2 %), 13 aus dem

Kolorektum (23,6 %) und 10 aus dem  Pankreas (18,2 %). Trotz der geringen Anzahl an

Tumoren  und  unter  Bezug  auf  lediglich  drei  Organsysteme  entspricht  die  Verteilung  im

Wesentlichen den Ergebnissen der Literatur. In mehreren Studien über die Epidemiologie der

NET stellten  die  Tumoren  des  Dünndarms die  häufigsten  NET dar  (Hauso  et  al.  2008,

Hemminki  und  Li  2001,  Auerswald  2008),  wobei  in  der  amerikanischen  Population

mittlerweile bronchopulmonale NET häufiger vertreten sind (Hauso et al. 2008).   NET des

Dünndarms werden z.B. durch einen Subileus klinisch eher symptomatisch. 

4.2.2 WHO-Klassifikation und Grading

Von den 55 NET aus meinem Kollektiv gehörten nach der WHO-Klassifkation von 2000 27,3

% zur  WHO-Gruppe 1, 52,7 % zur  WHO-Gruppe 2 und 20 % zur  WHO-Gruppe 3; 70,9 %

waren G1-Tumoren, jeweils 14,5 % waren G2-, bzw. G3-Tumoren. Die Verteilung deckt sich

mit den Angaben in der Literatur. In einer Analyse über die Epidemiologie, Diagnostik und

Therapie neuroendokriner Tumoren aus dem Zeitraum zwischen 1988 und 2005 waren von

den untersuchten NET (n=64) 59,38 %  G1-,  3,13 %  G2-,  und 14,06 %  G3-Tumoren.  Bei

23,44 % der Tumoren wurde kein Grading vorgenommen (Auerswald 2008). 

Auffallend ist die Diskrepanz zwischen hoher Anzahl WHO-Gruppe 2-Tumoren und niedriger

Anzahl an G2-Tumoren in meinem Kollektiv. Diese Diskrepanz lässt sich dadurch erklären,

dass  die  G1-Tumoren der  WHO-Gruppe  2 zwar  einen  niedrigen  Proliferationsindex

aufwiesen, allerdings größer als 2 cm im maximalen Tumordurchmesser waren bzw. bereits

nodale Metastasen oder eine Invasion der Muscularis propria und Angioinvasion zeigten, so

dass sie nach der WHO-Klassifikation von 2000 zu den gut differenzierten neuroendokrinen

Karzinomen  gezählt  wurden  (Klöppel  et  al.  2007).  Es  ist  sinnvoll,  größere  NET,  die

Angioinvasion, eine Invasion der Muscularis propria und eine nodale Metastasierung zeigen,

aufgrund  des  eindeutig  malignen  Verhaltens  trotz  niedrigen  Proliferationsindex  zu  den

Tumoren  der  WHO-Gruppe  2  nach  der  Klassifikation  von  2000  zu  zählen.  Die  WHO-

Klassifikation  von  2010  unterscheidet  die  drei  prognostischen  Gruppen  nur  noch  in

Abhängigkeit des Gradings (Klimstra et al. 2010), wobei das biologische Verhalten insofern

bei der Einteilung keine Rolle mehr spielt, als dass alle NET als potentiell maligne betrachtet

werden (Klimstra et  al.  2010).  Diese Einschätzung entspricht  den Erkenntnissen aus der
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Literatur.  Es ist  bekannt,  dass NET mit  geringer Proliferation eine nodale Metastasierung

hervorrufen können. In einer  immunhistochemischen Studie über Karzinoide des  Jejunums

und  Ileums zeigten 29 % der jejunoilealen Karzinoide trotz einer Mitoserate von 0/50 HPF

eine Lymphknotenmetastasierung (Burke et al. 1997). Möglicherweise spielt die Größe die

wichtigere Rolle für die Metastasierungswahrscheinlichkeit. In der Literatur ist bekannt, dass

NET des  Dünndarms mit  einem Durchmesser ≤1 cm bis zu 25 % Metastasen aufweisen

können,  wohingegen  NET des  Dünndarms mit  einem Durchmesser  ≥2  cm bis  zu  95 %

Metastasen  zeigen  (Rorstad  2005).  Eine  Studie  über  klinisch-pathologische

Proliferationsmarker in gastrointestinalen Karzinoiden zeigt eine Korrelation zwischen Ki-67-

Proliferationsindex und Größe der Tumoren (Sökmensüer  et  al.  2001).  Obwohl  Ki-67 als

valider prognostischer Marker für  gastrointestinale Karzinoide etabliert  ist  (Rorstad 2005),

muss man sich fragen, warum kleine NET mit niedrigem Ki-67-Proliferationsindex dennoch

metastasieren.  Möglicherweise  spielen  hier  das  Tumormikroenvironment  bzw.  die

Immunzellen eine Rolle. 

4.2.3 Tumorgröße

NET  des  Pankreas waren  mit  4,5  cm  durchschnittlicher  maximaler  Tumorgröße  zum

Zeitpunkt  der  Operation  signifikant  größer  als  NET  des  Dünndarms,  die  eine

durchschnittliche  maximale  Tumorausdehnung  von  2,5  cm  aufwiesen  (p  <0,01).  Eine

immunhistochemische  Studie  über  die  Karzinoide  des  Ileums und  Jejunums kam  zu

ähnlichen Ergebnissen. Während die Karzinoide des Ileums (n=118) durchschnittlich 2,5 cm

(±3 cm) groß waren, waren die Karzinoide des Jejunums (n=18) mit 1,5 cm (±0,7 cm) etwas

kleiner (Burke et al.  1997). In einer molekularen Analyse von  gastroenteropankreatischen

Tumoren (n=24) lag die durchschnittliche Tumorgröße pankreatischer NET bei 4,6 cm (Duerr

et al. 2008). Die Ergebnisse decken sich mit meinen Resultaten. Möglicherweise fallen nicht-

hormonaktive NET des Pankreas erst ab einer gewissen Größe durch eine lokale klinische

Symptomatik oder durch eine chronische Pankreasinsuffizienz auf. 

4.2.4 Geschlechts- und Altersverteilung

Das Geschlechterverhältnis von Frauen zu Männern lag in meinen Ergebnissen bei 1,04:1,0.

Frauen sind etwas häufiger  von NET betroffen.  In  einer  schwedischen Analyse über  die

Inzidenz und Risikofaktoren von Karzinoiden, deren Daten aus dem schwedischen Krebs-

Familienregister  von  1958-1998  stammen  (n=5184),  war  das  Geschlechterverhältnis  von

 86



Frauen zu Männern bei 1,17:1,0; entsprechend war die Inzidenz bei Frauen mit 2.4/100.000

im  Vergleich  zu  Männern  (2.0/100.000)  höher  (Hemminki  und  Li  2001),  wobei  die

Inzidenzrate für die häufige Lokalisation der NET im Bereich des Dünndarms bei Männern

größer ist (Hauso et al. 2005). Es ist unklar, inwieweit genetische bzw. Umweltfaktoren das

unterschiedliche Auftreten der NET in Abhängigkeit des Geschlechts bedingen. 

Das Alter  der Patienten in  meinem Tumorkollektiv  zum Zeitpunkt  der Operation stieg mit

Zunahme der  WHO-Gruppe tendenziell  an.  Das durchschnittliche Alter  der  Patienten mit

einem NET der  WHO-Gruppe 3 lag zum Zeitpunkt der Operation bei 73,2 Jahren (±12,2

Jahre). Die Patienten mit einem NET der WHO-Gruppe 1 bzw. 2 waren mit einem Alter von

61,1 Jahren (13,2 Jahren) bzw. 63,4 Jahren (13,9 Jahren) jünger. Es bleibt zu prüfen, ob

schlechtere DNA-Reparaturmechanismen ältere  Patienten empfänglicher für die Persistenz

von Mutationen machen, die wenig differenzierte neuroendokrine Karzinome induzieren.

4.3 Histologische Darstellung der Tumoren und des Tumorstromas 

4.3.1 Histologische Tumormarker

Zur  Charakterisierung  des  Tumorkollektivs  wurden  die  histologischen  Tumormarker

Chromogranin A, CD56 und S100 verwendet. 

Chromogranin A war in 81,5 % der Fälle in meinem Tumorkollektiv positiv (Dünndarm: 87,5

%, Kolorektum: 53,9 %, Pankreas: 100 %).

NET des  Mitteldarms,  zu denen die Präparate des  Dünndarms aus meinem Kollektiv mit

Ausnahme  des  Duodenums und  des  proximalen  Jejunums gezählt  werden  können,

exprimieren gewöhnlich Chromogranin (Al-Khafaji et al. 1998). Chromogranin A war in einer

immunhistochemischen Analyse über Karzinoide und endokrine pankreatische Tumoren in

allen Tumoren des Pankreas nachweisbar (Kimura et al. 2000). 

Die  Präparate  des  Dünndarms zeigten  einen  signifikant  (p  <0,01)  höheren  „Score“  für

Chromograninpositivität als die Präparate des Kolorektums. Meine Ergebnisse entsprechen

einer Analyse über die Expression von Chromogranin in Karzinoiden und pankreatischen

endokrinen Tumoren, in der nur 7 von 29 Karzinoiden des Rektums (24,1 %) eine Positivität

für Chromogranin A aufwiesen (Kimura et al. 2000). In einer weiteren immunhistologischen

Studie waren nur 2 von 5 Karzinoidpräparaten des Rektums (40 %) positiv für Chromogranin

(Nash und Said 1986). Eine klinisch-pathologische Studie über kolorektale Karzinoide konnte

eine  Positivität  von  58  %  für  Chromogranin  feststellen  (Federspiel  et  al.  1990).

Interessanterweise scheint eine höhere Prävalenz für die Expression von Chromogranin B in

den NET des Rektums zu bestehen (Kimura et al. 2000). Möglicherweise unterscheiden sich
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NET des Dünndarms und NET des Kolorektums in ihrer neuroendokrinen Differenzierung. Es

ist bekannt, dass ein Teil kolorektaler Karzinoide eine Positivität für CEA zeigt (Federspiel et

al.  1990).  Kolorektale  NET  wurden  dadurch  häufig  als  Adenokarzinome  diagnostiziert

(Federspiel et al. 1990). Auf der anderen Seite sind Adenokarzinome des Kolorektums in der

Lage, Chromogranine durch das Einschalten neuroendokriner Gene zu exprimieren (Pagani

et  al.  1995).  Es  ist  auffallend,  dass  kolorektale  NET  Gemeinsamkeiten  zu  kolorektalen

Adenokarzinomen  aufweisen,  bzw.  als  „Mischtumoren“  vorkommen  können.  In  meinem

Kollektiv ist die prozentuale Anzahl CD68-positiver Zellen in NET des Kolorektums signifikant

höher als im Dünndarm (p <0,01). Die Anzahl an Makrophagen ist tendenziell höher als im

Pankreas.  Kolorektale  Adenokarzinome  sind  reich  an  Immunzellen,  besonders  an

Makrophagen, die mit einer schlechteren Prognose assoziiert sind (Nagorsen et al. 2007).

Kolorektale Adenokarzinome sind in der Lage, neuroendokrine Marker wie Chromogranin,

NSE  und  Leu-7  zu  exprimieren;  umgekehrt  können  kolorektale  NET  CEA exprimieren

(Federspiel  et  al.  1990).  Sowohl  Tumorzellen  kolorektaler  NET  als  auch  Tumorzellen

kolorektaler Adenokarzinome (Ozerhan et al. 2010) zeigen eine Positivität für Fascin. Der

„Score“ der Chromograninpositivität in NET der WHO-Gruppe 3 nahm im Vergleich zu NET

der  WHO-Gruppe 2 signifikant ab (p <0,01).  Die geringe Differenzierung neuroendokriner

Karzinome  der  WHO-Gruppe  3 führt  auch  zum  Verlust  neuroendokriner

Differenzierungsmarker.   Möglicherweise  sind  kolorektale  NET,  vor  allem  die  wenig

differenzierten NET, und kolorektale Adenokarzinome miteinander verwandt. 

Es  wird  angenommen,  dass  wenig  differenzierte  NET  aus  einer  anderen  Stammzelle

entstehen als gut differenzierte NET (Klöppel 2011). 

CD56 oder NCAM ist ein histologischer Tumormarker für NET. In meinem Kollektiv nahm der

NCAM-„Score“ in größeren Tumoren signifikant zu (p <0,01). Zell-Adhäsionsmoleküle spielen

eine  Rolle  bei  der  Invasion  und  Metastasierung  von  Tumoren  (Onganer  et  al.  2005).

Möglicherweise  wird  das  höhere  metastatische  Potential  größerer  NET  durch

Zelladhäsionsmoleküle wie NCAM unterstützt.  

In  meinem Tumorkollektiv  stellte  sich  CD56 zu  42,6  % positiv  dar  (Dünndarm:  46,9  %,

Kolorektum: 7,6 %, Pankreas: 88,9 %). 

Eine  Analyse  über  die  Expression  des  CD56/NCAM-Antigens  kommt  zu  vergleichbaren

Ergebnissen. 58 % der Karzinoide des Mitteldarms, zu denen die NET des Dünndarms mit

Ausnahme des  Duodenums und  oberen  Jejunums gezählt  werden  können,  stellten  sich

positiv  für  CD56  dar.  20  %  der  Karzinoide  des  Hinterdarms,  zu  denen  die  NET  des

Kolorektums gezählt  werden  können,  waren  CD56-positiv.  76,5  %  der  Karzinoide  des

Vorderdarms, zu denen die pankreatischen NET gehören, zeigten eine CD56-Positivität (Al-

Khafaji et al. 1998). 
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Meine Ergebnisse zeigen, dass CD56 nicht als Marker für NET des Kolorektums verwendet

werden  kann.  Dies  spricht  für  eine  geringere  neuroendokrine  Differenzierung  der

kolorektalen NET. 

Insgesamt ließ sich eine Positivität von 18,9 % für S100 nachweisen (Dünndarm: 14,3 %,

Kolorektum 28,5 %,  Pankreas 22,2 %), wobei die positiven Präparate eine sehr schwache

Färbung zeigten. 

S100 ist  als  Tumormarker  für  NET bekannt,  findet  allerdings  wenig  Beachtung.  In  einer

bereits zitierten Studie war die Positivität von Karzinoiden des Vorderdarms für S100 bei 41

% und die Positivität  für Karzinoide des  Mittel- und  Hinterdarms für S100 bei 50 %  (Al-

Khafaji et al. 1998). Im vorliegenden Tumorkollektiv konnte dies nur z.T. gezeigt werden.   

Die  Datenlage  zu  S100  als  Tumormarker  ist  gering.  S100  kann  nicht  als  adäquater

Tumormarker für NET betrachtet werden. 
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Tab.7:  Vergleich  der  prozentualen  Positivität  für  die  untersuchten  Tumormarker  zwischen  in  der
Literatur beschriebenen neuroendokrinen Tumoren und den NET des untersuchten Tumorkollektivs. 

Tumormarker Positivität im eigenen Tumorkollektiv Positivität in der Literatur

Chromogranin NET des Dünndarms: 87,5% Karzinoide  des Ileums: 100% (Kimura
et al. 2000)

NET des  Kolorektums (Hinterdarm):
53,9%

Karzinoide  des Rektums für
Chromogranin A: 24,1% 

(Kimura et al.2000)

Karzinoide  des  Kolorektums:  58%
(Federspiel et al. 1990)

NET des Pankreas: 100% Endokrine  Tumoren  des Pankreas:
100% (Kimura et al. 2000)

CD56 NET des Dünndarms: 46,9% Karzinoide  des  Mitteldarms:  58% (Al-
Khafaji et al. 1998)

NET des Kolorektums: 7,7% Karzinoide  des  Hinterdarms:  20% (Al-
Khafaji et al. 1998)

NET  des  Pankreas (Vorderdarm):
88,9%

Karzinoide des Vorderdarms: 76,5% 

(Al-Khafaji et al. 1998)

S100 NET des Dünndarms: 14,3% Karzinoide  des  Mitteldarms:  50% (Al-
Khafaji et al. 1998)

 NET des Kolorektums: 28,5% Karzinoide des Hinterdarms: 50% 

 (Al-Khafaji et al. 1998)

 NET des Pankreas: 22,2% Karzinoide des Vorderdarms: 41%

(Al-Khafaji et al. 1998)
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4.3.2 Histologische Wachstumsmuster

Die NET des untersuchten Kollektivs stellten sich insgesamt sehr heterogen in Bezug auf

ihren histologischen Typus dar. Es zeigten sich sowohl insuläre, trabekuläre, azinäre, diffuse

als auch gemischt insulär-azinäre Wachstumsmuster. Während die Tumoren des Dünndarms

hauptsächlich ein insuläres Wachstum zeigten (59,4 % der Präparate), war im  Kolorektum

vorwiegend  ein  trabekuläres  Wachstumsmuster  feststellbar  (53,8  %  der  Präparate).  Die

Tumoren  des  Pankreas wuchsen  zum  größten  Teil  azinär  (40  %  der  Präparate)  oder

trabekulär  (40  %  der  Präparate).  In  einer  Studie  über  die  Histologie,  Histochemie  und

Immunhistochemie gastrointestinaler Karzinoide war die vorherrschende Wachstumsform für

Karzinoide des Mitteldarms, zu denen die Präparate des Dünndarms aus meinem Kollektiv

mit  Ausnahme der  Präparate  aus  dem  Duodenum und  oberen  Jejunum gezählt  werden

können,  insulär.  Für  die  Karzinoide  des  Hinterdarms,  zu  denen  die  Präparate  des

Kolorektums gezählt  werden können,  war  die  vorherrschende Wachstumsform trabekulär

(Raju und Lee 1988).  Für die Karzinoide des  Vorderdarms,  zu denen die Präparate des

Pankreas aus meinem Kollektiv gehören, war die vorherrschende Wachstumsform ebenfalls

trabekulär (Raju und Lee 1988). Bei den Tumoren der WHO-Gruppe 3 fiel auf, dass fast die

Hälfte der Präparate (45,5%) ein diffuses Wachstumsmuster zeigte. Es ist in der Literatur

lange  bekannt,  dass  besonders  NET  mit  schlechter  Prognose  ein  diffuses  bzw.

undifferenziertes  Wachstumsmuster  zeigen  (Johnson  et  al.  1983).  Die  schnell

proliferierenden  Tumorzellen  verdrängen  die  Bindegewebsstränge  und  zerstören  die

Architektur des Stromas. 

4.3.3 Struktur des Tumorstromas 

Die  neuroendokrinen  Tumoren  zeigen  ein  ausgeprägtes  Tumorstroma  abhängig  von

Organlokalisation  und  WHO-Gruppierung.  Im  Tumorstroma  war  die  Anzahl  an  α-SMA-

positiven Zellen am größten.  Alle  auswertbaren Präparate zeigten eine α-SMA-Positivität.

Dabei könnte es sich bei den angefärbten Zellen um Muskelzellen (Pollard et al. 2009), bzw.

um  Myofibroblasten  (Nowak  et  al.  2009)  handeln.  Myogene  Zellen  exprimieren

Intermediärfilamente  wie  das  Desmin  (Moll  et  al.  1982).  Nur  40,5  %  der  auswertbaren

Präparate  des untersuchten Kollektivs  zeigten eine Positivität  von Desmin zwischen den

Tumorzellkomplexen. 

Die  Tumorzellnester  wuchsen  in  das  Muskelgewebe  der  Darmwand  ein.  Während  die

kontraktilen  Elemente  der  Muskulatur  (α-SMA)  weitgehend erhalten blieben,  konnte  eine

geringere Ausprägung der Intermediärfilamente (Desmin) im Vergleich zu den Muskelzellen
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beobachtet  werden.  Möglicherweise reagieren die Intermediärfilamente im Muskelgewebe

der NET empfindlicher auf die Verdrängung durch Tumorinfiltration.

Es ist  bekannt,  dass neuroendokrine Tumoren ein Stroma aufweisen,  das durch Fibrose

gekennzeichnet ist. NET können durch fibrotische Reaktionen in der Bauchhöhle zu einem

Darmverschluss oder im Falle der NET des  Mitteldarms zu  Fibrosen am Endokard führen

(Chaudhry et al. 1993). In anderen neuroendokrinen Tumoren, wie z.B. dem C-Zell-Karzinom

der Schilddrüse ließen sich u.a. einige,  für  Myofibroblasten spezifische Marker wie FAPα

(„fibroblast-activation-protein-α“),  Tn-C  („tenascin-C“)  und  α-SMA sowohl  intratumoral  als

auch peritumoral detektieren (Koperek et al. 2007). Weiterhin ist in der Literatur bekannt,

dass  NET eine  Vielzahl  von  Wachstumsfaktoren  exprimieren,  die  Fibroblasten  aktivieren

können.  Hierzu  gehören  u.a.  TGF-β  („tumor-growth-factor-β“),  bFGF („bfibroblast-growth-

factor“) und PDGF („platelet-derived-growth-factor”) (Chaudhry et al. 1993). Es sieht so aus,

als seien vom Tumor exprimierte Wachstumsfaktoren in der Entwicklung von Fibroblasten im

Stroma  gastrointestinaler  NET  beteiligt  (La  Rosa  et  al.  1997).  Die  Interaktion  zwischen

Myo-/Fibroblastenzellen und Tumorzellen spielt in NET eine Rolle. 

Die Unterschiede in der Zusammensetzung des Tumorstromas zwischen NET der  WHO-

Gruppen  1  und  2 bzw.  NET  der  WHO-Gruppe  3 waren  offensichtlich.  NET  der  WHO-

Gruppen  1  und  2 zeigten  regelmäßig  lange  und  breite  Aktinbündel  mit  vereinzelt  etwas

schmaleren Desmin-Strängen.  Dagegen wiesen NET der  WHO-Gruppe 3 unregelmäßige,

kurze und schmale Aktin-Bündel und selten Desminstränge auf. In wenig differenzierten NET

sind die Tumorzellen in ein gering ausgeprägtes Tumorstroma eingebettet. Stattdessen findet

sich hier eine hohe Anzahl an Immunzellen. Interessanterweise ist in der Literatur bekannt,

dass intakte Fibroblastenschichten das Tumorwachstum inhibieren können (Flaberg et al.

2012). Die Architektur des Stromas in NET der  WHO-Gruppe 3 ist gestört. Möglicherweise

fördert das defekte Tumorstroma das Tumorwachstum und damit Metastasierungsprozesse.  

Fascin  war  ebenfalls  regelmäßig  in  den  NET  des  untersuchten  Kollektivs  detektierbar.

Allerdings  stellten  sich  sowohl  Zellen  in  den  Bindegewebszügen  des  Stromas  als  auch

Gefäßwände  und  sogar  vereinzelt  Tumorzellen  positiv  dar.  Über  Fascin  in

gastroenteropankreatischen NET ist in der Literatur nichts bekannt. Es existiert eine Studie,

die  Fascin  als  unabhängigen  Prognosefaktor  für  Lymphknotenmetastasen  in  pulmonalen

Tumoren mit neuroendokriner Differenzierung identifizieren konnte (Pelosi et al. 2003). 

Fascin ist auch ein Marker für reife, dendritische Zellen (Al-Alwan et al. 2001). Die zellulären

Ausläufer, die bei den Fascin-positiven Zellen im Stroma der NET entdeckt werden konnten,

und die starke Präsenz Kim1p-positiver Zellen zwischen den Tumorzellkomplexen sprechen

für ein Auftreten dendritischer Zellen im Stroma der NET. Zusätzlich konnte gezeigt werden,

dass Fascin als Gefäßmarker in NET fungiert. Es ist bekannt, dass Fascin auf Endothelzellen
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detektierbar ist (Pinkus et al. 1997). Ungewöhnlich scheint die Expression von Fascin durch

die Tumorzellen des untersuchten NET-Kollektivs. Es handelte sich dabei jedoch lediglich um

vier Präparate, die zudem alle histologisch zu den wenig differenzierten NET gehörten. Das

Phänomen  Fascin-positiver  Tumorzellen  konnte  in  anderen  Tumorentitäten  beobachtet

werden,  u.a.  im  kolorektalen  Karzinom  (Ozerhan  et  al.  2010).  Das  Vorkommen  Fascin-

positiver  Tumorzellen  verdeutlicht  die  histologischen  Gemeinsamkeiten  zwischen  wenig

differenzierten kolorektalen NET und kolorektalen  Adenokarzinomen. Fascin scheint für die

Motilität der Tumorzellen und für die Metastasierung eine entscheidende Rolle zu spielen,

indem  es  die  Konfiguration  der  Tumorzellen  verändert  (Hashimoto  et  al.  2007).

Möglicherweise ist es auch in den NET an der Metastasierung der Tumoren beteiligt. 

Der  Anti-CD34-Antikörper  wird  in  der  Literatur  als  Marker  für  hämatopoetische

Vorläuferzellen  (Kiernan  et  al.  2009),  und  als  Marker  für  Endothelzellen  beschrieben

(Asahara et al. 1997). Hämatopoetische Vorläuferzellen konnten nicht detektiert werden. Es

existiert eine Studie, die CD34-positive Stroma-Zellen in Karzinoiden des Rektums nachwies.

Es wurde in dieser Studie postuliert, dass die Detektion CD34-positiver Stroma-Zellen von

der Größe der NET abhängig sein könnte (Kuroda et al. 2005). CD34 war in meiner Studie

Marker  für  Gefäß-Endothelzellen.  NET  sind  als  gefäßreiche  Tumoren  bekannt.  Sie

exprimieren  u.a.  VEGF-Rezeptoren  („vascular-endothelial-growth-factor“-Rezeptoren).

Darüber hinaus ist auch ihr Ligand, das VEGF in NET nachweisbar (Besig et al. 2009).    

vWF kann als Gefäßmarker gesehen werden, da er von Endothelzellen synthetisiert  wird

(McGrath et al. 2010). An den exemplarischen Immunfluoreszenzfärbungen konnte gezeigt

werden, dass vWF in den Endothelien der NET des Dünndarms vorkommt. 

Tendenziell waren die NET des Pankreas gefäßreicher. Die Anzahl an Gefäßen in NET der

WHO-Gruppe 3 variierte. Für ileale Karzinoide ist bekannt, dass die mikrovaskuläre Dichte

mit  zunehmender Malignität  sinkt  (Besig et  al.  2009).  Einige NET der  WHO-Gruppe 3 in

meinem  Kollektiv  zeigten  inhomogene  Gefäßwände.  Es  ist  bekannt,  dass  die

Gefäßarchitektur  in  Tumoren  gestört  sein  kann.  Die  Wände  von  Tumorgefäßen  haben

Öffnungen  (Fenton  et  al.  2005).  Ihnen  fehlen  Perizyten  und  glatte  Muskulatur.  Die

Auskleidung der Blutgefäße in Tumoren enthält ein Mosaik von Endothel- und Tumorzellen.

Die Auskleidung der Gefäße durch Tumorzellen wird als  „vaskuläres Mimikry“  bezeichnet

(Fenton et al. 2005). Möglicherweise liegt in einigen NET der WHO-Gruppe 3 ein „vaskuläres

Mimikry“ vor. Die Positivität von Fascin in Tumorzellen der WHO-Gruppe 3 spricht dafür, dass

Endothelzellen und Tumorzellen in NET der  WHO-Gruppe 3 nicht eindeutig unterschieden

werden können. Die Gefäßarchitektur in NET der WHO-Gruppe 3 ist gestört. 
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4.4 Darstellung der Immunzellen 

4.4.1 Morphologie und qualitative Darstellung der Immunzellen 

Unter den Kim1p-positiven Zellen befanden sich sowohl Zellen mit den typischen Ausläufern

dendritischer  oder  fibrohistiozytärer  Zellen,  als  auch  plumpere  Zellen,  die  am  ehesten

Gewebsmakrophagen entsprechen. Die Morphologie der Kim1p-positiven Zellen unterschied

sich in Abhängigkeit der WHO-Gruppe: Kim1p-positive Zellen in Tumoren der WHO-Gruppe

3 hatten  ein  plumpes  Erscheinungsbild  und  ähnelten  größtenteils  Makrophagen;  Kim1-

positive  Zellen  in  NET  der  WHO-Gruppen  1  und  2 zeigten  die  typischen  Kennzeichen

dendritischer Zellen. 

A zeigt  Kim1p-positive  Zellen  im  Tumorstroma  eines  NET  der  WHO-Gruppe  2 (Ki-67-

Proliferationsindex=0,1 %): Das Tumorstroma ist deutlich von den Tumorzellen abgrenzbar.

Die Dichte gefärbter Zellen ist im Vergleich zu Bild B geringer. Die Kim1p-positiven Zellen

sind im Vergleich zu Bild B kleiner und imponieren langgestreckt. Die gefärbte Zelle in der

Bildmitte zeigt deutlich Zellausläufer.  B zeigt Kim1p-positive Zellen im Tumorstroma eines

NET der  WHO-Gruppe  3 (Ki-67-Proliferationsindex=40,8  %):  Das  Tumorstroma ist  kaum

vorhanden. Die Dichte gefärbter Zellen ist im Vergleich zu Bild A höher. Die Kim1p-positiven

Zellen sind im Vergleich zu Bild A größer und haben eine rundliche Morphologie mit diffusen

Zellausläufern. Die Zellen treten in Kontakt mit den Tumorzellen bei deutlich verringertem

Tumorstroma.   
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Die Zellen mit Ausläufern sprechen dafür, dass sich eine Subpopulation dendritischer Zellen

in den NET befindet. Dendritische Zellen spielen in vielen Tumoren eine Rolle (Bergeron et

al.  2006,  Kara et  al.  2009,  Sandel  et  al.  2005,  Vermi  et  al.  2003).  In  einer  Studie über

dendritische  Zellen  in  Melanomen  konnte  gezeigt  werden,  dass  dendritische  Zellen

Tumorantigene aufnehmen und T-Zellen präsentieren können (Preynat-Seuve et al. 2006).

Dendritische  Zellen  können  nach  Antigenkontakt  in  lymphatisches  Gewebe  einwandern

(Banchereau und Steinman 1998). Es stellt sich die Frage, wie der Aktivierungsstatus der

dendritischen Zellen in den NET ist. Es gibt auf der einen Seite die unreifen dendritischen

Zellen, die CD1a (Bell et al. 1999) und S100 (Sandel et al. 2005) exprimieren und auf der

anderen Seite die reifen dendritischen Zellen, die Oberflächenantigene wie CD83 und DC-

LAMP exprimieren (Bell et al. 1999), um Lymphozyten stimulieren zu können. Mit Antigen

beladene unreife dendritische Zellen sind in der Lage, eine T-Zellantwort zu unterdrücken

(Steinman et al. 2003). Sie können eine regulatorische T-Zell-Antwort induzieren (Yamazaki

et al. 2008). Im Brustkrebs zum Beispiel schien ein Vorliegen von reifen dendritischen Zellen

gegenüber unreifen dendritischen Zellen mit  einer besseren Prognose verbunden zu sein

(Iwamoto et al. 2003). 

Der  Status  der  dendritischen  Zellen  in  meinem Kollektiv  bleibt  unklar.  Allerdings  zeigten

einige Zellen im Stroma der NET meines Kollektivs eine Positivität für S100. Diese Positivität

wurde allerdings nicht quantitativ ausgewertet, da S100 darüber hinaus als Tumormarker bei

NET bekannt ist (Al-Khafaji et al. 1998). Die überwiegende Anzahl der Tumorzellen im NET-

Kollektiv  war  S100-negativ.  Somit  könnte  die  S100-Positivität  auf  die  Unreife  einiger

dendritischer Zellen hinweisen. S100 wird als Marker für unreife Zellen kontrovers diskutiert.

Er gilt zum Beispiel im Kolonkarzinom nicht als absolut „exklusiver“ Marker  (Nagorsen et al.

2007). S100-positive Zellen in NET der Lunge zeigten weder CD68- noch CD1a-Positivität

(Gosney et al. 1999). Es wird angenommen, dass es sich bei den S100-positiven Zellen um

sogenannte  „sustentacular  cells“  handelt,  die  mit  Schwann-Zellen  verwandt  sein  könnten

(Gosney et al. 1999).  Das regelmäßige Vorkommen von Fascin-positiven Zellen spricht für

das Vorhandensein dendritischer Zellen. Fascin ist mit der Ausreifung dendritischer Zellen

assoziiert (Al-Alwan et al. 2001). 

Bei  den Zellen mit  plumperem Aussehen könnte es sich  um Makrophagen handeln.  Die

Zellmorphologie ähnelte der der Makrophagen, die mit dem anti-CD68-Antikörper angefärbt

wurden; wobei CD68-positive Zellen quantitativ eine vergleichsweise untergeordnete Rolle in

den NET spielten.  Makrophagen und dendritische Zellen sind eng miteinander  verwandt.

Monozyten können sich in Abhängigkeit bestimmter Zytokinsignale sowohl in Makrophagen

als auch in dendritische Zellen differenzieren (Chomarat et al. 2000). Makrophagen spielen in

anderen Tumoren eine überragende Rolle (Lewis und Pollard 2006, Nagorsen et al. 2007).

Dabei  scheinen  hauptsächlich  M2-Makrophagen  für  die  protumorösen  Eigenschaften
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verantwortlich  zu  sein  (Solinas  et  al.  2009).  Sie  sind  beteiligt  an  der  Invasion,  der

Metastasierung und an der Angiogenese von Tumoren. Oft  sind Tumoren,  die eine hohe

Makrophagen-Infiltration aufweisen, mit einer schlechten Prognose verbunden (Solinas et al.

2009). Dies konnte z.B. für Brustkrebs gezeigt werden (Leek et al. 1996). 

Zytotoxische  T-Zellen  sind  an  der  Detektion  und  Zerstörung  von  Tumorzellen  beteiligt

(Gorelik und Flavell 2001). Die Interaktion zwischen dendritischen Zellen und T-Zellen ist u.a.

im  kolorektalen  Karzinom von  Bedeutung  (Nagorsen  et  al.  2007).  Eine  hohe  Anzahl  an

Lymphozyten spricht in vielen Tumoren für eine bessere Prognose (Clemente et al. 1996,

Naito et al. 1998, Sato et al. 2005, Zhuang et al. 2009). Wie ich zeigen konnte, spielen T-

Zellen in NET eine Rolle. Wie bereits erwähnt, haben sie möglicherweise einen Einfluss auf

die  Prognose.  Da  CD3-positive  Zellen  in  NET  der  WHO-Gruppe  3 signifikant  häufiger

vorkommen als  in  NET der  WHO-Gruppe 2 sind  sie  am ehesten mit  einer  schlechteren

Prognose assoziiert. Unklar bleibt, ob es sich bei den CD3-positiven Zellen um zytotoxische

oder regulative Zellen handelt. Eine Studie zur Analyse des Immunstatus bei Patienten mit

einem Karzinoid des  Mitteldarms zeigte eine höhere Frequenz von regulativen T-Zellen im

Blut  verglichen  mit  Gesunden  (Vikman  et  al.  2009).  Bei  den  CD3-positiven  Zellen  im

Tumorstroma  der  NET  meines  Kollektivs  könnte  es  sich  daher  um  regulative  T-Zellen

handeln, die möglicherweise zytotoxische T-Zellen bei der Lyse von Tumorzellen hemmen.

Inwieweit  eine  erhöhte  Anzahl  an CD3-positiven Zellen  mit  einer  schlechteren Prognose

einhergehen könnte, bleibt zu überprüfen. 

B-Zellen  waren  in  den  NET  kaum  oder  gar  nicht  vorhanden.  Ihre  Funktion  kann

vernachlässigt  werden.  Dies  ist  vergleichbar  mit  in  der  Literatur  beschriebenen  anderen

soliden Tumoren, in denen B-Zellen keine Rolle bei der Tumorbekämpfung spielen. Sie sind

eher  indirekt  bei  der  Aufrechterhaltung  von  chronischen  Entzündungsprozessen  als

Risikofaktor  für  die  Entstehung  von  Tumoren  beteiligt  (De  Visser  et  al.  2005).  Die

Abwesenheit von B-Zellen spricht für die These, dass die Immunzellen in NET nicht in ein

entzündliches  Milieu  eingebettet  sind.  In  gastrointestinalen  Stromatumoren  konnte

beispielsweise  gezeigt  werden,  dass  Immunzellen  kein  entzündliches  Milieu  darstellen

(Cameron et al. 2008). Das Vorkommen bzw. die Abwesenheit bestimmter Zytokinmuster, die

für  ein  entzündliches  Milieu  typisch  sind,  konnte  in  meiner  Untersuchung  nicht  gezeigt

werden, da die Präparate für eine quantitative RNA-Analyse nicht geeignet waren. 

Immunzellen in NET der WHO-Gruppen 1 und 2 haben durch das ausgeprägte Stroma kaum

Kontakt  zu  den  Tumorzellen.  Immunzellen  in  NET  der  WHO-Gruppe  3 treten  in  einem

aufgelockerten  Tumorstroma  vereinzelt  in  direkten  Kontakt  zu  den  Immunzellen.

Möglicherweise  können  die  Tumorzellen  durch  den  engen  Kontakt  besser  mit

Wachstumsfaktoren  versorgt  werden.  Darüber  hinaus  füllen  die  Immunzellen  die  Lücken
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zwischen  den  Tumorzellnestern  aus,  die  durch  den  Verlust  an  Bindegewebssträngen  in

Tumoren  mit  geringer  Differenzierung  entstehen.  Die  Immunzellen  in  NET  mit  geringer

Differenzierung ersetzen somit das fehlende bindegewebige Gerüst.

4.4.2 Quantitative Darstellung der Immunzellen 

Kim1p-positive  Zellen  waren  in  allen  Organlokalisationen  und  WHO-Gruppen  signifikant

häufiger (p <0,01)  als CD3-positive, CD68-positive und CD20-positive Zellen. 

Die Unterschiede zwischen den Organlokalisationen waren gering. Zwischen Dünndarm und

Pankreas gab es kaum Unterschiede.  Zwischen  Dünndarm und  Pankreas konnten keine

signifikanten Unterschiede in der Verteilung der Immunzellen nachgewiesen werden. 

In den NET des Kolorektums war die prozentuale Anzahl aller Immunzellen tendenziell höher

als die prozentuale Anzahl der Immunzellen im  Dünndarm und  Pankreas.  Im  Kolorektum

waren  signifikant  mehr  CD68-positive  Zellen  als  im  Dünndarm (p  <0,01).  Wie  bereits  in

Kapitel  4.3.1  dargestellt,  unterscheiden  sich  NET des  Kolorektums,  vor  allem die  wenig

differenzierten NET des Kolorektums in ihrer neuroendokrinen Differenzierung von den NET

des Pankreas und Dünndarms. Die höhere Anzahl an Immunzellen, die für CD68 signifikant

war,  ist  charakteristisch  für  die  Ähnlichkeiten  mit  kolorektalen  Adenokarzinomen,  die  ein

ausgeprägtes Stroma  mit  einer  Vielzahl  an Immunzellen zeigen (Ropponen et  al.   1997,

Sandel et al. 2005, Suzuki et al. 2002, Xie et al. 2006). 

Deutliche Unterschiede in der Verteilung der Immunzellen bestanden zwischen den WHO-

Gruppen. Mit steigender WHO-Gruppe erhöhte sich die prozentuale Anzahl Kim1p-positiver

Zellen (WHO-Gruppe 1: 7,6/±3,7;  WHO-Gruppe 2: 19,9/±8,7;  WHO-Gruppe 3: 28,1/±11,6).

Die Unterschiede zwischen NET der WHO-Gruppen 1 und 3 bzw. die Unterschiede zwischen

NET der  WHO-Gruppen 1 und 2 waren für die  WHO-Klassifikation von 2000 signifikant (p

<0,01).  Die aggressiveren Tumoren meines NET-Kollektivs zeigten eine höhere Prozentzahl

infiltrierender Kim1p-positiver Zellen. 

Die prozentuale Anzahl Kim1p-positiver, ins Tumorstroma infiltrierender Zellen, könnte somit

prognostische Relevanz haben. 

Mit zunehmender Tumorgröße stieg die prozentuale Anzahl Kim1p-positiver Zellen signifikant

an (p <0,01). Es kann angenommen werden, dass größere, wenig differenzierte Tumoren für

die Aufrechterhaltung ihres Stoffwechsels eine größere Bandbreite an Wachstumsfaktoren

benötigen. Immunzellen, insbesondere Kim1p-positive Zellen, könnten den erhöhten Bedarf

an Wachstumsfaktoren abdecken. 
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CD3-positive Zellen waren in NET der WHO-Gruppe 3 mit 9,6 % (±9,1 %) häufiger vertreten

als CD3-positive Zellen in NET der  WHO-Gruppe 1 (4,2 %/±3,3 %) und als CD3-positive

Zellen in  NET der  WHO-Gruppe 2 (3,4 %/±2,7 %). Die Unterschiede  für NET der WHO-

Gruppe  2 und  NET  der  WHO-Gruppe  3 waren  für  die  WHO-Klassifikation  von  2000

signifikant  (p  <0,01).  CD3-positive  Zellen  könnten  prognostische  Relevanz  haben.  Wie

bereits in Kapitel 4.4.1 diskutiert, könnte es sich bei den CD3-positiven Zellen um regulative

T-Zellen handeln (Vikman et al. 2009). 

Die  Häufigkeit  CD68-positiver  Zellen  unterschied  sich  zwischen  den  WHO-Gruppen.  Mit

steigender WHO-Gruppe erhöhte sich die prozentuale Anzahl CD68-positiver Zellen (WHO-

Gruppe 1: 0,1/±0,1;  WHO-Gruppe 2: 0,8/±1,8;  WHO-Gruppe 3: 5,8/±3,4). Die Unterschiede

zwischen NET der WHO-Gruppen 1 und 3 bzw. die Unterschiede zwischen NET der WHO-

Gruppen 2 und 3 waren signifikant (p <0,01). 

Eine erhöhte Anzahl an TAM sind in verschiedenen Tumoren (Solinas et al. 2009, Leek et al.

1996) für eine schlechte Prognose verantwortlich. Die erhöhte Anzahl CD68-positiver Zellen

in NET der WHO-Gruppe 3 spricht dafür, dass eine erhöhte Anzahl an TAM in NET mit einer

schlechteren Prognose einhergehen könnte. 

Darüber  hinaus  stieg  mit  zunehmender  Tumorgröße  die  Anzahl  CD68-positiver  Zellen  in

meinem Kollektiv signifikant (p <0,01) an. Für M2-Makrophagen, denen TAM ähneln, ist die

Phagozytose  von  Zelltrümmern,  die  bei  proliferierenden  Tumoren  entstehen,  und  eine

Mitwirkung bei der Angiogenese beschrieben (Solinas et al. 2009). Es ist anzunehmen, dass

bei  größeren und aggressiveren NET eine erhöhte  Menge an Zelltrümmern anfällt.  Dies

erfordert  eine  erhöhte  Phagozytosebereitschaft  von  Makrophagen,  die  sich  in  den

Nekrosezonen  ansammeln.  Makrophagen  werden  von  einer  hypoxischen  Umgebung

angezogen  (Solinas  et  al.  2009).  Die  bei  ilealen  Karzinoiden  beschriebene,  tendenziell

geringere mikrovaskuläre Dichte von Tumoren mit erhöhtem malignen Potential (Besig et al.

2009) kann eine Ursache der Hypoxie sein.

CD20-positive  Zellen  traten  in  allen  WHO-Gruppen  in  geringer  Zahl  auf.  Signifikante

Unterschiede  bestanden  nicht.  CD20-positive  Zellen  im  Tumorstroma  der  NET  sind

vernachlässigbar. 

Unter  Berücksichtigung  des  Gradings  der  WHO-Klassifikation  von  2000,  die  der  neuen

WHO-Klassifkation  von  2010  enspricht  (Klimstra  et  al.  2010),  lassen  sich  ebenfalls

Unterschiede in der Verteilung der Immunzellen innerhalb der prognostischenen Gruppen

erkennen. Die Anzahl der Kim1p-, CD3-, und CD68-positiven Zellen steigt mit zunehmendem

Tumorgrad an,  wobei  der  Unterschied  zwischen  G3-Tumoren und  G1-Tumoren für  CD68

signifikant ist. Unter Annahme eines Signifikanzniveaus von α=0,05 wären die Unterschiede
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zwischen  G1-Tumoren und  G3-Tumoren für  Kim1p bzw.  zwischen  G2-Tumoren und  G3-

Tumoren für CD68 ebenfalls signifikant. 

NET  mit  höherer  Proliferationsrate  zeigen  eine  erhöhte  Anzahl  an  Immunzellen,  die

möglicherweise  prognostische  Relevanz  hat.  Möglicherweise  kann  die  Anzahl  der

Immunzellen als zusätzlicher Marker für die Aggressivität des Tumors gelten. Tumoren mit

hoher  Proliferationsaktivität  brauchen  für  ihren  Stoffwechsel  mehr  Wachstumsfaktoren.

Inwieweit die größere Anzahl an Immunzellen die erhöhte Anzahl an Wachstumsfaktoren für

die wenig differenzierten NET bereitstellen kann, bleibt zu überprüfen.
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Abb.  55:  Repräsentative  Darstellung  des  Tumormikroenvironments  eines  NET  des
Dünndarms der WHO-Gruppe 2
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Abb.  56:  Repräsentative  Darstellung  des  Tumormikroenvironments  eines  NET  des
Dünndarms der WHO-Gruppe 3



4.5 Interaktion zwischen Tumor und Tumorstroma durch Chemokinrezeptoren

CCR2 wird u.a. von Makrophagen, aktivierten Killerzellen, natürlichen Killerzellen (Mantovani

et al. 1999) und Endothelzellen (Salcedo et al. 2000) exprimiert. CCR2 wurde im Zytoplasma

bzw. auf der Zellmembran verschiedener Tumoren nachgewiesen (Liang et al. 2008, Lu Y et

al. 2007, Van de Broek et al. 2006). CCR2 ist der Rezeptor für CCL2 (MCP1). CCL2 wird von

einer Vielzahl unterschiedlicher Zellen wie Leukozyten, Blutplättchen, Fibroblasten, Endothel-

und Epithelzellen synthetisiert (Adams und Lloyd 1997). CCL2 spielt die entscheidende Rolle

in  der  Rekrutierung  von  Monozyten  in  das  Tumorstroma  (Solinas  et  al.  1999).  Darüber

hinaus ist CCL2 als Tumorwachstumsfaktor bekannt (Lu X und Kang 2009).

Sowohl das Zytoplasma, als auch die Zellmembran der Tumorzellen in den NET zeigten eine

CCR2-Positivität.  Die  CCR2-Positivität  unterschied  sich  abhängig  von  den

Organlokalisationen. Ich konnte zeigen, dass sowohl die NET des Kolorektums als auch die

NET des Pankreas eine signifikant höhere Positivität des CCR2 aufwiesen als die NET des

Dünndarms (p <0,01).

In einigen Tumoren konnte eine erhöhte apikale Positivität in den randständigen Tumorzellen

der einzelnen Tumorinseln gefunden werden. Möglicherweise sind die randständigen Zellen

primär an Metastasierungsvorgängen durch den CCR2-Rezeptor beteiligt. 

In meinem Kollektiv stellten sich interessanterweise nur die Tumorzellen positiv für CCR2

dar. CCR2 war auf TAM und CD3-positiven Zellen nicht zu detektieren. 

Normalerweise  wird  CCR2 von  Makrophagen  exprimiert.  Es  ist  bekannt,  dass  Tumoren

CCL2 zur Rekrutierung von Tumor-assoziierten Makrophagen bilden. Das Zusammenspiel

zwischen  CCR2-positiven  Makrophagen  und  von  Tumorzellen  produziertem  CCL2  kann

metastatische Prozesse fördern (Lu X und Kang 2009). Es kann angenommen werden, dass

CCR2 auch in  den  NET aus meinem Tumorkollektiv  an  der  Metastasierung  beteiligt  ist.

Möglich  wäre  ein  autokriner  Stimulationsprozess  der  Tumorzellen,  indem die  Tumorzelle

CCL2 für ihren eigenen Rezeptor bereitstellt. 

Das Phänomen, dass Tumorzellen den für die Metastasierung benötigten Liganden selbst

produzieren, ist in der Literatur bekannt. Es konnte für das Glioblastom gezeigt werden, dass

die Tumorzellen mit hoher CCR2- Expression eine größere Motilität aufwiesen (Liang et al.

2008). Darüber hinaus schienen die Astrozyten im Glioblastom, zumindest teilweise, selber

den  Liganden  für  CCR2  zu  produzieren  (Liang  et  al.  2008).  In  den  NET aus  dem  mir

vorliegenden Tumorkollektiv wäre ein ähnlicher Prozess denkbar. Das Vorkommen von CCL2

konnte in meiner Untersuchung nicht gezeigt werden, da die Präparate nicht für eine RNA-

Analyse geignet waren. 

 102



Gegen  die  Beteiligung  des  CCR2  bei  der  Metastasierung  von  NET  spricht,  dass  im

Tumorkollektiv  die  CCR2-Positivität  in  NET  mit  geringerem  Metastasierungspotential

zunimmt. NET der  WHO-Gruppe 1 zeigten eine signifikant höhere Positivität für CCR2 als

NET der  WHO-Gruppe 2 (p <0,01). Es wäre möglich, dass bei wenig differenzierten NET

andere Faktoren für Wachstum und Metastasierung wichtiger werden, wie z.B. der Verlust

von E-Cadherin und die Expression von CXCR4 (CXC-Chemokinrezeptor 4) (Arvidsson et al.

2010). In der Literatur gilt CCR2 dennoch als negativer prognostischer Faktor. In einer Studie

über CCR2 im Prostatakarzinom nahm die Expression von CCR2 mit  höherem Gleason-

Score  zu  (Lu  Y  et  al.  2007).  Eine  höhere  CCR2-Expression  war  mit  einer  größeren

Tumorprogression assoziiert (Lu Y et al. 2007). 

Darüber hinaus kann angenommen werden, dass für die Rekrutierung von Makrophagen in

das  Tumorstroma  der  NET andere  Mechanismen  als  die  CCR2/CCL2-Achse  eine  Rolle

spielen. Endothelzellen in den NET aus meinem Kollektiv zeigten keine CCR2-Positivität. Die

CCR2/CCL2-Achse  scheint  auf  die  Angiogenese  in  den  NET  meines  Kollektivs  keinen

Einfluss zu haben. 

5 Ausblick

Meine Ergebnisse zeigen, dass die Tumorzellen der NET ein ausgeprägtes Tumorstroma

besitzen. Die Anzahl dendritischer Zellen nimmt mit der WHO-Gruppe zu. Die prozentuale

Anzahl CD3-positiver Zellen ist in NET der WHO-Gruppe 3  signifikant höher als in NET der

WHO-Gruppe  2.  Die  prozentuale  Anzahl  CD68-positiver  Zellen  steigt  mit  Zunahme  der

WHO-Gruppe an. Sowohl CD3-positive Zellen als auch CD68-positive Zellen könnten damit

die Prognose negativ beeinflussen. Die adäquate Zerstörung der Tumorzellen durch T-Zellen

und  Makrophagen  würde  ausbleiben.  Neuere  Therapiekonzepte,  die  eine  Interaktion

zwischen  Tumorzellen,  T-Zellen,  Makrophagen  und  dendritischen  Zellen  im  Sinne  der

Tumorzerstörung  favorisieren,  könnten  auch  bei  NET  relevant  sein.  So  könnten  u.a.

dendritische  Zellen  zur  Immuntherapie  bei  fortgeschrittenen  neuroendokrinen  Tumoren

nützlich  sein  (Schott  et  al.  2003,  Schott  und  Seissler  1999).  Catumaxomab,  ein  neuer

Antikörper, der in der Therapie der malignen Aszites getestet wurde, ist ein trifunktionaler,

bispezifischer Antikörper, der mit den beiden spezifischen Stellen an EpCam, ein epitheliales

Tumorantigen, und an das CD3-Antigen bindet. Mit der Fc-Stelle kann der Antikörper unter

anderem an dendritische Zellen und an Makrophagen binden. Die Interaktion von Antikörper

und Zellen führt über Apoptose, Freisetzung von Zytokinen, Perforin-induzierte Lyse und die

Antikörper-induzierte  zelluläre  Zytotoxizität  zur  Zerstörung  der  Tumorzellen  (Sebastian

2010). Andere Therapieansätze richten sich gegen das Tumorstroma und seine Gefäße: Erst

kürzlich  konnte  gezeigt  werden,  dass  der  Multi-Tyrosinkinase-Inhibitor  Sunitinib  das
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progressionsfreie Überleben und das  Gesamtüberleben von Patienten mit fortgeschrittenen

NET des Pankreas verlängert (Raymond et. al 2011). Im Tumorkollektiv waren die NET des

Pankreas tendenziell gefäßreicher. Für ileale Karzinoide ist bekannt, dass die mikrovaskuläre

Dichte mit zunehmender Malignität sinkt (Besig et al. 2009). Wieder andere Therapieansätze

greifen in die Signalkaskaden, die das Zellwachstum regulieren, ein, wie z.B. der mTOR-

Inhibitor  Everolimus  (Yao  et  al.  2011).  Dies  ist  möglicherweise  besonders  effektiv  bei

fortgeschrittenen NET mit nur wenig ausgeprägtem Stroma.

6 Zusammenfassung

6.1 Einführung

Neuroendokrine Tumoren sind seltene Tumoren mit einer steigenden Inzidenz zwischen 2,0

und 6,5/100.000 Einwohnern (Hauso et al. 2008, Hemminki und Li 2001). Patienten mit NET

des Dünndarms zeigen häufig keine Beschwerden. Klinisch können sie durch unspezifische

Symptome wie abdominelle Schmerzen oder Obstruktion im Sinne eines Subileus auffallen;

hepatisch metastasierte neuroendokrine Tumoren können durch das von Diarrhöen, Flush-

Anfällen, Bronchokonstriktion und Rechtsherzversagen gekennzeichnete Karzinoid-Syndrom

apparent werden (Gustaffson et al. 2008). Nicht-funktionelle NET des Kolorektums fallen als

Zufallsbefunde in der Kolorektoskopie oder durch das Verursachen von rektalen Blutungen,

abdominalen Schmerzen und Stuhlunregelmäßigkeiten auf; nicht-funktionelle pankreatische

Tumoren sind häufig Zufallsbefunde in der Bildgebung; funktionelle Tumoren zeigen die für

das produzierte Hormon typischen Symptome (Gustaffson et al. 2008). 

Die Prognose enteropankreatischer Tumoren ist abhängig von Lokalisation, Invasions- und

Metastasierungsfähigkeit, histologischer Differenzierung,  Tumorgröße, Proliferationsrate und

der Ausbildung eines hormonalen Tumorsyndroms. Die WHO-Klassifikation von 2000 teilt

gastroenteropankreatische  NET  in  Abhängigkeit  von  der  Organlokalisation  anhand  ihres

biologischen Verhaltens in drei prognostische Gruppen ein (Klöppel et al. 2007). Die WHO-

Klassifikation von 2010 benutzt den Begriff „neuroendokrine Neoplasie“, teilt die NEN weiter

in drei verschiedene prognostische Gruppen ein und verlässt die klinisch etwas umständliche

Hybridklassifikation. 

Das Tumormikroenvironment der NET wurde bisher nicht untersucht. Für eine große Anzahl

von  Tumoren  konnte  ein  ausgeprägtes  Tumormikroenvironment,  in  das  die  Tumorzellen

eingebettet sind, nachgewiesen werden (Bell et al. 1999, Clemente et al. 1996, Naito et al.

1998,  Sfanos et  al.  2009,  Cameron et  al.  2008).  Das Tumorstroma enthält  Fibroblasten,

Blutgefäßzellen,  Immunzellen  und  extrazelluläre  Matrix.  Die  Interaktion  zwischen

Tumorstroma und Tumorzellen ist  für  den Tumorprogress von entscheidender Bedeutung
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(Whiteside  2008).  Meine  Arbeit  hat  das  Ziel,  das  Tumormikroenvironment

enteropankreatischer NET zu beschreiben und Unterschiede abhängig von Organlokalisation

und WHO-Gruppe der Tumoren zu erkennen. 

6.2 Methoden

55  enteropankreatische  NET,  von  denen  32  aus  dem  Dünndarm (58,2%),  13  aus  dem

Kolorektum (23,6%) und 10 aus dem Pankreas (18,2%) stammen, wurden anhand der WHO-

Klassifikation  für  NET  von  2000  (Klöppel  et  al.  2007)  in  3  verschiedene  prognostische

Gruppen eingeteilt. 15 NET fielen in die WHO-Gruppe 1 (27,3%), 29 in die WHO-Gruppe 2

(52,7%)  und  11  in  die  WHO-Gruppe  3 (20%).  Von  Paraffinblöcken  der  neuroendokrinen

Tumoren wurden Schnitte angefertigt. Um den Tumor selbst zu charakterisieren und um eine

Aussage über  das Vorhandensein  von Myo-/Fibroblasten,  Gefäßzellen,  Immunzellen  und

Chemokinrezeptoren im Tumormikroenvironment  der  NET treffen zu können,  wurden die

Präparate immunhistochemisch mit Antikörpern gegen Tumormarker (Chromogranin, CD56,

S100,  Ki-67),  Tumorstromamarker  (Aktin,  Desmin,  Fascin,  CD34),  Immunzellen  (Kim1p,

CD3,  CD68,  CD20)  und  Chemokinrezeptoren  (CCR2)  gefärbt.  vWF wurde  exemplarisch

mittels Immunfluoreszenzfärbung dargestellt. 

Für  Chromogranin,  CD56,  S100  und  CCR2,  die  Tumorzellen  anfärben,  wurde  ein

computergestützter  „Score“  gebildet,  der  die  Positivität  des  Gewebes  widerspiegelt.  Die

Ergebnisse der Färbung mit den Antikörpern gegen Aktin, Desmin, Fascin, CD34 und VWF

wurden  morphologisch  dargestellt.  Kim1p,  CD3,  CD68  und  CD20  als  Antikörper  zur

Detektion von Immunzellen wurden quantitativ mithilfe eines Computerprogramms, das die

Anzahl gefärbter Zellen ins Verhältnis zu allen Zellen setzt, analysiert. 

6.3 Ergebnisse     

Die Tumorzellen der NET zeigen eine typische Tumormarker-Färbung, die größtenteils den

Ergebnissen aus der Literatur entspricht (Al-Khafaji et al. 1998, Kimura et al. 2000, Nash und

Said  1986,  Raju  und  Lee  1988).  Chromogranin  (81,5  %  Positivität  in  allen  NET  des

Kollektivs)  und  CD56  (42,6  %  Positivität  in  allen  NET  des  Kollektivs)  spielen  als

Tumormarker  eine  Rolle.  S100  (18,9  %  Positivität  in  allen  NET  des  Kollektivs)  ist  als

Tumormarker  vernachlässigbar.  NET  des  Dünndarms zeigen  eine  signifikant  stärkere

Chromograninpositivität als NET des Kolorektums (p <0,01). NET der WHO-Gruppe 3 zeigen

eine signifikant  geringere Chromograninpositivität  als NET der  WHO-Gruppe 2 (p <0,01).

CD56 ist als Tumormarker für NET des  Kolorektums (7,7 % Positivität) ungeeignet. Wenig

differenzierte NET des Kolorektums zeigen eine geringe neuroendokrine Differenzierung.
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NET  haben  ein  ausgeprägtes  Tumorstroma,  das  aus  Myo-/Fibroblasten,  Gefäßzellen,

extrazellulärer  Matrix  und Immunzellen  besteht.  Aktin  ist  zu  100  %,  Desmin zu 40,5  %,

Fascin zu 100 % und CD34 zu 86,5 % nachweisbar. vWF-Faktor färbt Endothelzellen in NET

des Dünndarms.  Die Tumorzellen der NET aus Dünndarm und Kolorektum wachsen in das

Muskelgewebe der Darmwand ein. Dabei werden Intermediärfilamente stärker verdrängt. 

Gut  differenzierte  NET  zeigen  breite,  langgezogene  Aktinbündel  und  gelegentlich  etwas

dünnere Desminstränge.  Wenig differenzierte NET besitzen ein aufgelockertes,  schmales

Stroma mit dünnen und kurzen Aktinfasern und nur vereinzelt Desmin (18,2 % Positivität).

Die  gestörte  Architektur  des  Tumorstromas  in  NET  der  WHO-Gruppe  3 fördert

möglicherweise das Tumorwachstum und Metastasierungsprozesse. Der Fascin-Antikörper

färbt dendritische Zellen und Gefäße in allen NET und Tumorzellen in wenig differenzierten

NET. CD34 ist ein zuverlässiger Gefäßmarker. In wenig differenzierten NET zeigen sich die

Gefäße teils mit inhomogener Wandstruktur.

Unter den Immunzellen sind Kim1p-positive Zellen am häufigsten (18,2 %), gefolgt von CD3-

(4,8 %), CD68- (1,6 %) und CD20-positiven Zellen (0,7 %). In NET der WHO-Gruppen 1 und

2 befinden  sich  die  Immunzellen  in  den  Bindegewebssträngen  zwischen  den

Tumorzellnestern.  In  NET  der  WHO-Gruppe  3 haben  die  Immunzellen  teilweise  engen

Kontakt zu den Tumorzellen und ersetzen das gering ausgepräfte Bindegewebe zwischen

den Tumorzellen. Tendenziell sind mehr Immunzellen im Kolorektum (Kim1p: 21,2 %, CD3:

6,8 %, CD68: 3,9 %, CD20: 1,5 %) als im Dünndarm (Kim1p: 16,9 %, CD3: 4,5 %, CD68: 0,8

%, CD20: 0,5 %) und Pankreas (Kim1p: 18,5 %, CD3: 3,1 %, CD68: 1,1 %, CD20: 0,3 %)

vertreten. CD68-positive Zellen sind im Kolorektum signifikant häufiger als im Dünndarm (p

<0,01). 

Mit zunehmender WHO-Gruppe steigt die Anzahl Kim1p- und CD68-positiver Zellen an. Die

Unterschiede zwischen NET der  WHO-Gruppe 3 und NET der  WHO-Gruppe 1 bzw.  die

Unterschiede  zwischen  NET der  WHO-Gruppe  2 und  NET der  WHO-Gruppe  1 sind  für

Kim1p signifikant (p <0,01).  Die prozentuale Anzahl CD68-positiver  Zellen ist  in NET der

WHO-Gruppe 3 signifikant  höher  als  in  NET der  WHO-Gruppen 1  und 2 (p  <0,01).  Die

prozentuale Anzahl CD3-positiver Zellen ist in NET der WHO-Gruppe 3 signifikant höher als

in  NET der  WHO-Gruppe  2 (p  <0,01).  In  gut  differenzierten  NET zeigen  Kim1p-positive

Zellen eine dendritische Konfiguration. In  wenig differenzierten NET zeigen Kim1p-positive

Zellen  teils  dendritische  Fortsätze  und  eine  für  Makrophagen  typische  Morphologie  mit

breiten  und  runden  Zellen.  Die  prozentuale  Anzahl  dendritischer  Zellen,  T-Zellen  und

Makrophagen  ist  möglicherweise  ein  negativer  prognostischer  Faktor  in

enteropankreatischen NET. 
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Die Anzahl Kim1p- und CD68-positiver Zellen steigt mit zunehmender Tumorgröße signifikant

an (p <0,01). Größere und wenig differenzierte NET decken ihren überproportional erhöhten

Bedarf  an  Wachstumsfaktoren  und  phagozytierenden  Zellen  möglicherweise  durch  eine

erhöhte Rekrutierung von Immunzellen.

Die Tumorzellen der NET zeigen eine Positivität für CCR2. Der Grad der CCR2-Positivität ist

in NET der WHO-Gruppe 1 signifikant höher als in NET der WHO-Gruppe 2  (p <0,01). CCR2

ist möglicherweise über einen autokrinen Mechanismus an der Metastasierung beteiligt. Die

prognostische Relevanz ist unklar. 

Meine Ergebnisse zeigen insgesamt deutliche Unterschiede in der Zusammensetzung des

Tumormikroenvironments zwischen gut differenzierten und wenig differenzierten NET, was

auf einer unterschiedlichen Herkunft der Tumorstammzellen beruhen könnte (Klöppel 2011).  

Es  stellt  sich  die  Frage,  ob ein  Umschlagspunkt  existiert,  an dem sich gut  differenzierte

neuroendokrine  Karzinome  in  wenig  differenzierte  NET transformieren  und  inwiefern  die

Therapie bzw.  der Einfluss des Tumorstromas eine Rolle bei  der Transformation spielen.

Darüber hinaus bleibt zu klären, ob es NET gibt, die sich a priori als wenig differenzierte

Tumoren  präsentieren.  Dies  würde  auf  eine  unterschiedliche  Herkunft  der  Tumor-

Stammzellen hinweisen.  
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