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Einleitung

2 Einleitung

2.1 Maligne Lymphome

Lymphomerkrankungen sind eine heterogene Gruppe von Neoplasien des
lymphatischen Systems, die sich im biologischen Verhalten und im klinischen Verlauf
stark unterscheiden. Maligne Lymphome lassen sich histologisch in die zwei Gruppen
der Hodgkin-Lymphome (auch Morbus Hodgkin oder Lymphogranulomatose
genannt) und der Non-Hodgkin-Lymphome einteilen. Die Non-Hodgkin-Lymphome
werden in niedrig- und hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphome unterteilt. Insgesamt
sind etwa 3,4% der Tumorerkrankungen auf maligne Lymphome zuriickzufiithren
(Parkin et al,, 2001). In Deutschland betragt die Inzidenz fiir das Auftreten eines
Hodgkin-Lymphoms 2-4 Fille pro 100.000 Einwohner pro Jahr, der
Altersdurchschnitt der Patienten liegt zwischen dem 25. und 30. Lebensjahr, wobei
ein zweiter Haufigkeitsgipfel ab dem 60. Lebensjahr besteht. Im Vergleich dazu,
treten Non-Hodgkin-Lymphome mit 7-10 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner
pro Jahr deutlich haufiger auf (Robert-Koch-Institut, 2008). Der Haufigkeitsgipfel
liegt lUber dem 60. Lebensjahr, variiert aber in Abhangigkeit von der
Erkrankungsentitidt. Insgesamt treten niedrigmaligne Non-Hodgkin-Lymphome
2,5mal haufiger auf im Vergleich zu hochmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen. Die
Haufigkeit von Non-Hodgkin-Lymphomen ist bis etwa 1995 stetig angestiegen.
Mitverantwortlich dafiir ist die Tatsache, dass etwa drei Viertel der Patienten mit
sogenannten niedrigmalignen oder indolenten Non-Hodgkin-Lymphomen alter sind
als 60 Jahre. In dem Mafie, wie der Anteil dlterer Mitbiirger wachst, nehmen deshalb

auch Non-Hodgkin-Lymphome zu.

Als ursachlich fiir die Entstehung von malignen Lymphomen werden verschiedene
Faktoren diskutiert, so werden neben ionisierender Strahlung und chemischen
Noxen, bakterielle und virale Infekte, wie zum Beispiel das Epstein-Barr-Virus, HIV
und das Bakterium Helicobacter pylori zu den atiologischen Faktoren gerechnet
(Fisher et al, 2004; Hjalgrim und Engels, 2008). Zusatzlich konnen viele
molekulargenetische Veranderungen nachgewiesen werden, die mit einem erhéhten
Risiko fiir das Auftreten verschiedener Lymphomerkrankungen assoziiert sind (Abele

et al,, 2002). Das Zusammenspiel dieser Faktoren fiihrt zu einer klonalen Expansion



Einleitung

lymphatischer Zellen (Kippers, 2005). Hodgkin-Lymphome zeichnen sich
histologisch durch den Nachweis von sogenannten Hodgkin-Zellen und Sternberg-
Reed-Zellen aus, welche die klonale neoplastische Zellpopulation darstellen, die sich
zum grofdten Teil aus den B-Lymphozyten des Keimzentrums entwickeln (Kiippers et
al., 2002). Non-Hodgkin-Lymphome entstehen durch klonale Expansion von B- oder
T-Lymphozyten in unterschiedlichen Stadien der Entwicklung und werden in
Abhangigkeit der Histologie, Immunhistologie und Zytologie in verschiedene

Lymphomentitidten unterteilt (Harris et al., 2000; Swerdlow et al., 2008).

Durch die Proliferation des malignen Zellklons kommt es zu verschiedenen klinischen
Manifestationsformen der Lymphomerkrankung. Neben einer Lymphadenopathie
sind die Infiltration von Knochenmark und Milz als hdufige Organmanifestationen zu
nennen. Ein Befall von extralymphatischem Gewebe, der sogenannte
Extranodalbefall, ist ebenfalls moglich (Armitage, 2005). Aufgrund der Freisetzung
verschiedener Zytokine entwickelt ein Teil der Patienten eine sogenannte B-
Symptomatik mit Fieber, Nachtschweifd und Gewichtsverlust. Bei klonaler Expansion
differenzierter = B-lymphozytirer = Zellen kann durch eine gesteigerte
Immunglobulinsynthese eine monoklonale Gammopathie nachweisbar sein. In
Abhangigkeit des Ausbreitungsgrades der Erkrankung im Koérper werden Hodgkin-
Lymphome und die meisten Non-Hodgkin-Lymphome nach der Ann Arbor-
Klassifikation in vier Stadien eingeteilt. Ein Stadium I liegt bei nodalem Befall einer
einzelnen Lymphknotenregion oder dem Vorliegen eines einzelnen extranodalen
Herdes vor, Stadium II beschreibt den nodalen Befall und/ oder lokalisierten
Extranodalbefall in mehr als zwei Regionen auf einer Seite des Zwerchfells. Stadium
[II bezeichnet den nodalen Befall und/ oder lokalisierten extranodalen Befall auf
beiden Seiten des Zwerchfells und das Stadium IV liegt vor, bei disseminiertem Befall
eines oder mehrerer extralymphatischer Organe mit oder ohne Lymphknotenbefall.
Zusatzlich geben Buchstaben wie A, B und E Auskunft tber die Abwesenheit (A)
beziehungsweise das Vorhandensein von B-Symptomen (B) und extranodalem Befall
(E). Ausgenommen von dieser Stadieneinteilung sind einige Non-Hodgkin-
Lymphome, wie zum Beispiel das Multiple Myelom (Kyle und Rajkumar, 2009). Fir
diese Entititen gelten eigene Stadieneinteilungen, welche sich ebenfalls auf den

klinischen Ausbreitungsgrad der Erkrankung beziehen (siehe Anhang Seite 60).
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Insgesamt kann durch die Bestimmung des Stadiums bereits im Vorfeld einer
Therapie eine Prognoseabschitzung durchgefiihrt werden und gegebenenfalls eine

Therapieeskalation beziehungsweise -Deeskalation erfolgen.

Die Therapie der Lymphomerkrankungen besteht in den meisten Fallen in einer
systemischen Chemotherapie, in Abhdngigkeit der klinischen Manifestation der
Erkrankung auch in einer Kombination mit einer darauf folgenden Strahlentherapie.
Aufgrund der intensiven Forschung in Hinblick auf die Verbesserung und
Modifizierung bekannter Therapieschemata und durch die Entwicklung neuer
Medikamente, wie zum Beispiel den monoklonalen CD20-Antikérper Rituximab,
konnten in den letzten Jahren die Remissionsraten und die Langzeitliberlebensdaten
deutlich verbessert werden (Held et al, 2006). So kdnnen zum Beispiel, in
Abhangigkeit vom Stadium der Erkrankung und dem Vorliegen weiterer
Risikofaktoren, bei den hochmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen komplette
Remissionsraten von bis zu 90% erreicht werden, mit einer 3-Jahres-Uberlebensrate
von bis zu 93% (Coiffier et al., 2002, Pfreundschuh et al., 2006). Hodgkin-Lymphome
weisen ahnliche Remissionsraten auf, jedoch zeigt sich auch hier eine deutliche
Abhangigkeit der Remissionsrate und des Rezidivrisikos von verschiedenen
Risikofaktoren, wie zum Beispiel dem Extranodalbefall oder dem Vorliegen eines
grof3en mediastinalen Tumor-Bulk (Engert et al., 2008). Ahnliches zeigt sich bei den
niedrigmalignen Lymphomen. Auch hier kénnen unter Einbeziehung neuerer
Therapiekonzepte zum Beispiel beim Multiplen Myelom Ansprechraten von 48-80%

erreicht werden (Laubach et al., 2009).

Unabhdngig von den genannten Daten, haben Patienten, die nach Beendigung der
Chemotherapie nicht in einer kompletten Remission sind oder sogar eine
Tumorprogression unter der Therapie aufweisen, weiterhin eine deutlich schlechtere
Prognose und statistisch ein kiirzeres Gesamtiiberleben im Vergleich zu Patienten mit
einem guten Ansprechen auf die Therapie (Cabanillas et al, 1988). Es ist das
Bestreben, diese Patienten friihzeitig zu erkennen und gegebenenfalls einer primar
intensiveren Therapie zuzuflihren. Durch verschiedene internationale, randomisierte
Studien konnten Risikofaktoren identifiziert werden, die fiir eine prognostische
Einschatzung der Erkrankung in Hinblick auf das Ansprechen auf eine Therapie und

die Remissionsdauer von Bedeutung sind. So wurde zum Beispiel fiir hochmaligne


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Held%20G%22%5BAuthor%5D
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Non-Hodgkin-Lymphome der Internationale Prognostische Index (IPI) definiert, mit
dessen Hilfe eine Einteilung der Patienten in Risikogruppen erfolgen kann (The
International Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors Project, 1993; Yang et al.,
2009). In Abhangigkeit von der Anzahl der Risikofaktoren, zu denen die
Laktatdehydrogenase, das Alter, das Stadium der Erkrankung, der Allgemeinzustand
und die Anzahl der Extranodalbefille zdhlen, werden vier Risikogruppen (IPI-Score
1-4) unterschieden. Wahrend bei Patienten mit fehlenden Risikofaktoren Raten an
kompletten Remissionen von bis zu 87% erreicht werden kénnen, zeigen sich mit
zunehmender Zahl der Risikofaktoren abnehmende Remissionsraten von bis zu 44%,
so dass diese Patienten mittlerweile haufig innerhalb grofder multizentrischer Studien
primdr einer intensiveren Therapie zugefiihrt werden, um die Prognose zu
verbessern. Dennoch gibt es weiterhin Patienten, die trotz fehlender bekannter
Risikofaktoren ein schlechtes Ansprechen auf die Therapie aufweisen oder schnell
rezidivieren. Die Bestrebungen sind, weitere Risikofaktoren zu finden, die bereits zu
Beginn der Erkrankung einen Hinweis auf eine schlechtere Prognose
beziehungsweise ein fehlendes Therapieansprechen liefern kénnen, um diese
Patienten moglichst friihzeitig zu identifizieren und ebenfalls einer intensiveren
Therapie zuzufiihren. Da die bisher definierten Risikofaktoren klinische Variablen
reflektieren aber unabhidngig von der Pathogenese der Tumorerkrankung sind, ist es
denkbar, dass pathogenetische Determinanten die biologischen Verhaltensweisen der
Lymphomerkrankungen genauer reflektieren koénnten. Die Bestimmung dieser
Parameter konnte in der Verlaufsbeobachtung unter Chemotherapie
beziehungsweise vor Einleitung einer Therapie eine Verbesserung in der
Einschatzung der Prognose liefern. So konnten friihzeitig Patienten identifiziert
werden, bei denen ein schlechtes Ansprechen auf die Standardtherapien zu erwarten
ist, um gegebenenfalls primdr intensivere Therapien oder engmaschige
Verlaufsuntersuchungen durchzufiihren. Des Weiteren konnte die Identifizierung
dieser Risikofaktoren dazu beitragen, neue gezielte Therapiemoglichkeiten zu
entwickeln, um Patienten in individueller Anpassung an die Tumorbiologie zu

behandeln.



Einleitung

2.2 Cyclooxygenase-2

In dem Bestreben neue prognostische Faktoren und neue Therapieansitze fir die
Behandlung von Lymphomerkrankungen zu finden, die die Pathogenese der
Erkrankung in die Betrachtung miteinbeziehen, riicken in den letzten Jahrzehnten
immer mehr pro-inflammatorische und pro-angiogenetische Zytokine, wie zum
Beispiel die Cyclooxygenasen, in den Blickpunkt. Cyclooxygenasen sind Enzyme,
welche die Bildung von Prostaglandinen aus Arachidonsdure katalysieren, die ein

Netzwerk vielgestaltiger Anpassungen der Kérperzellen steuern.

|
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Lipoxygenase
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Abbildung 2.2.1 Die Cyclooxygenase-vermittelte Prostaglandinsynthese
(Flirstenberg, 2004)

Durch die Phospholipase Az wird aus Membranphospholipiden die Arachidonsdure abgespalten. AnschliefRend
wird die Arachidonsdure durch die Cyclooxygenaseaktivitdt zundchst zum instabilen Prostaglandin G2 (PGG2)
oxidiert und anschlieffend durch die Peroxidaseaktivitit der Cyclooxygenase zum Prostaglandin Hz (PGH2)
umgewandelt. Davon ausgehend werden, je nach enzymatischer Ausstattung der Zelle, weitere Prostaglandine

und das Thromboxan Az (TXAz2) hergestellt
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Es sind zwei Isoenzyme der Cyclooxygenase (COX) bekannt, die Cyclooxygenase-1
(COX-1) und die Cyclooxygenase-2 (COX-2). Die COX-1 wird nahezu in allen
Korperzellen exprimiert und ist tiber die physiologische Prostaglandinsynthese und
die damit verbundende Synthese von Thromboxan A Prostacyclin und auch
Prostaglandin E;, an der basalen Regulation des zellulairen Metabolismus beteiligt,
wie zum Beispiel die Regulation des renalen Blutflusses oder die Zytoprotektion der
Magenschleimhaut und die Thrombozytenaggregation (Simmons et al., 2004). Die
COX-2 hingegen wird nur wenig oder gar nicht in gesundem Gewebe exprimiert,
jedoch kommt es zu einer verstirkten Expression durch Makrophagen und
Endothelzellen in entziindetem Gewebe, wobei unter anderem durch den
endothelialen =~ Wachstumsfaktor = (EGF), den  vaskuliren endothelialen
Wachstumsfaktor (VEGF), Interleukin-a und den Tumor-Nekrose-Faktor-a die COX-2-
Expression induziert wird (DuBois et al, 1998; Masferrer et al, 2000). Eine
wesentliche physiologische Aufgabe der COX-2 liegt in der Unterhaltung einer
Entziindungsreaktion im Gewebe. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass tber die
Synthese verschiedener Prostaglandine, wie zum Beispiel das Prostaglandin E;
(PGE32), ein regulatorischer Einflufd auf die Angiogenese, also auf die Gefafdneubildung

im Korper, besteht (Fosslien, 2000).

Durch die komplexen Einfliisse auf die Prostaglandinsynthese, die Zytokinfreisetzung
und somit auch auf die Angiogenese, ist die COX-2 fiir die Tumorgenese von
Bedeutung. Es werden verschiedene Mechanismen diskutiert, welche die Rolle der
COX-2 in der Tumorentstehung erklaren konnten. Zum einen scheint die
Uberexpression der COX-2 die Apoptose der Tumorzellen zu hemmen, unter anderem
iiber eine erhohte bcl-2-Expression (Tsujii und DuBois, 1995). Fiir mehrere
Tumorentititen (Kolonkarzinom, Mammakarzinom und Prostatakarzinom) konnte
gezeigt werden, dass Medikamente mit selektiver COX-2-Hemmung eine Apoptose
der Tumorzellen induzieren kénnen (Hara et al., 1997; Liu et al., 1998; Sheng et al,,
1998, Fosslien, 2000). Zum anderen wird der Einfluss der COX-2 auf die
Tumorangiogenese als ein weiterer Faktor zur Tumorentstehung beschrieben, zum
Beispiel tber die Induktion von pro-angiogenetischen Faktoren wie VEGF und den
sbasic fibroblast growth” Faktor (bFGF) (Shweiki et al, 1992; Liu et al, 1995),
Interleukin-6 (IL-6) (Yan et al, 1995) und Interleukin-8 (IL-8) (Karakurum et al,,
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1994) sowie uber die Bildung von PGE>. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass
eine aufgrund fehlender COX-2-Expression geringere VEGF-Expression, eine
verminderte Tumorangiogenese und ein vermindertes Tumorwachstum nach sich
zieht (Williams et al., 2000). Gallo et al. (2001) konnten aufzeigen, dass eine COX-2-
Aktivierung in epidermalen Tumorzell-Linien zu einer raschen Induktion von VEGF-
mRNA und VEGF-Produktion fiihrt. Cianchi et al. (2001) konnten anhand einer Studie
an 31 kolorektalen Karzinomen nachweisen, dass eine erhohte COX-2 und VEGF-
Expression signifikant mit einer verstarkten ,microvessel density”, als Ausdruck einer
verstarkten Angiogenese, im Tumorgewebe korreliert. Des Weiteren konnte fiir
solide Tumore gezeigt werden, dass eine erhohte VEGF-Expression mit verstarktem
Tumorwachstum und Metastasierung (Weidner et al, 1991; Claffey et al., 1996)
einhergeht. Den Interleukinen IL-6 und IL-8 konnte durch verschiedene Studien
ebenfalls eine pro-angiogenetische Wirkung bei Tumorerkrankungen nachgewiesen
werden (Negaard et al, 2009) und IL-6 scheint ein prognostischer Faktor bei

verschiedenen soliden Tumoren zu sein (Berek et al., 1991; Blay et al., 1992).

Mehrere Studien konnten zeigen, dass die COX-Z2 in verschiedenen
Tumorerkrankungen tiberexprimiert wird (Molina et al.,, 1999; Soslow et al., 2000).
Eberhart et al. (1994) konnten nachweisen, dass die COX-2-Expression, unter
anderem, tiber das p53-Onkogen reguliert wird und dass circa 50% der Patienten mit
kolorektalen Adenomen eine Uberexpression von COX-2 aufweisen. Patienten mit
Kolonkarzinomen zeigen in circa 80% der Fille eine deutliche Uberexpression,
wohingegen in gesunder Kolonmukosa nur eine sehr geringe COX-2-Expression
nachweisbar ist. Der Einflufd der COX-2-Expression auf die Tumorentstehung und das
Tumorwachstum konnte an verschiedenen Tiermodellen dargestellt werden.
Ohshima et al (1999) konnten zeigen, dass bei COX-2-knockout-Mausen die
Tumorentstehung gehemmt ist. In weiteren Tiermodellen konnte eine
dosisabhdngige = Hemmung der Bildung und der Proliferation von
Mammakarzinomzellen durch medikamentdse Therapie mit einem selektiven COX-2-
Hemmer nachgewiesen werden (Abou-Issa et al., 2001). Alshafie et al. (2000) konnten
im Tiermodell eine signifikante Wachstumshemmung von Mammakarzinomen durch
selektive COX-2-Hemmer nachweisen, mit einer Tumorreduktion von bis zu 32% im

Vergleich zu der Kontrollgruppe.

10
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Auch eine unselektive medikamentdése Hemmung beider COX-Isoformen zeigte ein
verringertes Tumorwachstum (Baron et al,, 2003; Chan et al., 2005), jedoch werden
ein erhohtes Risiko an gastrointestinalen Ulcerationen und ein erhohtes
Blutungsrisiko durch die Hemmung der COX-1 beschrieben. Viele klinische Studien
bestdtigen die oben genannten Ergebnisse, so konnte fiir viele Tumorentitdten der
klinische Zusammenhang zwischen der medikamentésen COX-Hemmung und der
signifikanten Risikoreduktion fiir das Auftreten von Tumorerkrankungen
nachgewiesen werden (Koki und Masferrer, 2002). In einer prospektiven
Kohortenstudie konnte eine signifikante Risikoreduktion von 30% fiir das Auftreten
von Kolonkarzinomen unter regelmafdiger Einnahme von Acetylsalicylsdure und
anderen unselektiven COX-Hemmern in Abhangigkeit der Dosis gezeigt werden (Chan
et al.,, 2005). Smalley et al. (1999) beschrieben eine Risikoreduktion von 40-50% fiir
das Auftreten von kolorektalen Karzinomen unter Einnahme nicht-selektiver COX-
Inhibitoren. Bei Patienten mit familidrer adenomatdéser Polyposis kann durch den
Einsatz des selektiven COX-2-Hemmers Celecoxib eine signifikante Reduktion der

Grofde und Anzahl der Polypen erzielt werden (Phillips et al,, 2002; Thun et al., 2002).

Auch in malignen Lymphomen kann eine erhohte Expression der COX-2
nachgewiesen werden. Wun et al. (2004) konnten in Burkitt-Lymphom-Zelllinien, im
Vergleich zu gesunden B-Lymphozyten, eine zwei- bis vierfach erh6hte Expression
von COX-2 nachweisen. Zusatzlich konnte die Studiengruppe in-vitro eine
Proliferationshemmung der Lymphomzellen und eine Apoptoseinduktion durch hohe
Dosen des selektiven COX-2-Hemmers Celecoxib belegen. Hazar et al. (2004) konnten
aufzeigen, dass die COX-2-Expression mit zunehmendem Stadium der
Lymphomerkrankung ansteigt. Insgesamt scheint ein fehlender Nachweis einer
COX-2-Expression mit einem besseren Therapieansprechen einherzugehen. Auch die
COX-2-induzierte VEGF-und bFGF-Bildung scheint iiber die Stimulation der
Angiogenese eine wichtige Rolle in der Entstehung und der Prognose von
hamatologischen Neoplasien zu spielen. Im Knochenmark von Patienten mit akuter
lymphatischer Leukamie (ALL) konnte eine erh6hte ,microvessel density” und eine
erhohte Konzentration im Plasma an bFGF nachgewiesen werden (Aguayo et al,
2000). Koomagi et al. (2001) zeigten, dass die VEGF-Konzentration im Knochenmark

von Patienten mit ALL-Rezidiv hoher ist im Vergleich zu den Konzentrationen bei

11
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Patienten mit erstdiagnostizierter ALL. Patienten mit hoheren VEGF-Konzentrationen
zum Diagnosezeitpunkt zeigten ein vermindertes Gesamtiiberleben und rezidivfreies
Uberleben im Vergleich zu Patienten mit niedrigeren VEGF-Konzentrationen, jedoch

war dieser Unterschied statistisch nicht signifikant.

Insgesamt zeigen diese Daten, dass die Expression der COX-2 in Lymphomzellen und
auch die Hohe der Expression ein prognostischer Marker in Hinblick auf das
Ansprechen auf eine Therapie darstellen konnten. Weitere Untersuchungen
hinsichtlich der COX-2-Expression in Lymphomerkrankungen und des mdoglichen
Zusammenhanges mit dem Therapieansprechen beziehungsweise der Mortalitat sind
notwendig, um die vorgestellten Ergebnisse zu verifizieren und gegebenenfalls den
Einsatz von selektiven COX-Hemmern in der Therapie von Lymphomen zu

diskutieren.

12



Einleitung

2.3 Zielsetzung

Unabhangig von der intensiven Forschung und Entwicklung neuer Therapiekonzepte
innerhalb der Behandlung von Lymphomerkrankungen gibt es weiterhin Patienten,
die auf die etablierten Chemotherapien kein gutes Ansprechen zeigen oder friihzeitig
ein Rezidiv erleiden und somit eine deutlich schlechtere Prognose in Hinblick auf das
Gesamtuliberleben haben. Trotz der Identifizierung verschiedener Kklinischer
Parameter, die Risikofaktoren fiir ein fehlendes Ansprechen auf die Therapien
darstellen, verbleiben Patienten, die unerwarteter Weise kein Ansprechen auf die
Therapie zeigen. Es besteht die Notwendigkeit, weitere prognostische Risikofaktoren
zu finden, um diese Patienten friihzeitig zu identifizieren und sie somit

gegebenenfalls einer intensiveren Therapie zufiihren zu kénnen.

In vorausgegangenen Studien wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen einer
erh6hten COX-2-Expression in hdmatologischen Neoplasien und einer verstiarkten
Tumorangiogenese sowie einem verminderten Therapieansprechen beschrieben. Ziel
dieser prospektiven Kohortenstudie ist es, liber die Bestimmung der Expression der
COX-2 in Non-Hodgkin-Lymphomen und der Ermittlung des Therapieansprechens
und des Gesamtiiberlebens nach stattgehabter Chemotherapie, einen moglichen
Zusammenhang aufzuzeigen und die Rolle der Expression der COX-2 als
prognostischen Marker zu priifen. Des Weiteren sollen durch die Messung der
Expression von VEGF, IL-6 und IL-8 weitere Zusammenhdnge zwischen

Therapieansprechen und Angiogenese bei Lymphomerkrankungen geklart werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Im Rahmen dieser prospektiven Kohortenstudie wurde die Expression von
verschiedenen Zytokinen im Tumor und im Serum von Lymphompatienten gemessen,
um anhand der Ergebnisse Hinweise auf das biologische Verhalten der Lymphome
und somit eine prognostische Einschdatzung der Erkrankung zu erlangen. Die
Durchfiihrung dieser Studie wurde mittels Ethikantrag (Aktenzeichen 05-211, siehe
Anhang Seite 61) beantragt und von der Ethikkommission der medizinischen Fakultat

der Universitat zu Libeck bewilligt.

Es wurden Patienten eingeschlossen, bei denen die histologisch gesicherte Diagnose
einer Lymphomerkrankung gestellt wurde und die einer Chemotherapie zugefiihrt
werden sollten. Die histologische Typisierung der Lymphome erfolgte nach der
internationalen histologischen Klassifikation von Lymphomen der World Health
Organisation (WHO) durch das Institut fiir Pathologie des Universitatsklinikums

Schleswig-Holstein, Campus Liibeck.

Die Applikation der Chemotherapie erfolgte entweder stationar in der onkologischen
Abteilung der Medizinischen Klinik I des Universitdtsklinikums Schleswig-Holstein,
Campus Liibeck, oder ambulant in der hamatologisch/ onkologischen Poliklinik des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Liibeck. Vor Einleitung einer
Chemotherapie erfolgte die  Durchfiihrung von  Knochenmarksbiopsie,
Computertomographie, Sonographie und gegebenenfalls weiterer bildgebender
Diagnostik zur genauen Stadieneinteilung der jeweiligen Lymphomerkrankung.
Zusatzlich wurde bei Patienten, die an einem hochmalignen Non-Hodgkin-Lymphom
erkrankt waren, der Internationale Prognostische Index (IPI) ermittelt, der iiber die
Ermittlung verschiedener Parameter eine Risikoeinschatzung in Hinblick auf die

Prognose der Erkrankung erlaubt (Tabelle 3.1.1).
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Tabelle 3.1.1 Prognose entsprechend IPI bei hochmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen
(The International Non-Hodgkin’s Lymphoma Prognostic Factors Project, 1993)

Risikogruppe Anzahl der Rate an kompletten Rezidivfreies 5-Jahres-
(IPI-Score) Remissionen (%) Gesamtiiberleben (%) Uberleben
Risikofaktoren (%)
niedrig (1) 0-1 87 61 73
niedrig- 2 67 34 51

intermediar (2)

hoch-intermediar 3 55 27 43
(3)
Hoch (4) 4-5 44 18 26

Die Angaben hinsichtlich der Prognose von Non-Hodgkin-Lymphomen in Abhéngigkeit vom Internationalen
Prognostischen Index (IPI) beziehen sich auf die Gesamtzahl der Patienten (n=2031) innerhalb der
Studiengruppe. Zu den Risikofaktoren entsprechend dem IPI zdhlen: Alter >60 Jahre, Performance Status (ECOG)
2-4 (die ECOG-Einteilungskriterien sind im Anhang, Seite 60, definiert), Stadium III-IV, erhdhte
Laktatdehydrogenase (LDH), extranodaler Befall in mindestens 2 Regionen. Fiir Patienten unter 60 Jahren gibt es

den altersadaptierten IPI: ECOG 2-4, Stadium III-1V, erh6hte LDH

Im Rahmen der routinemaf3ig durchgefiihrten Blutentnahmen, erfolgten vor und nach
der Erstapplikation der Chemotherapie zusatzliche Blutabnahmen von 9 ml Vollblut
fiir die Messung von IL-6, IL-8 und des VEGF. Dies beinhaltete im Einzelnen eine
Blutentnahme vor Therapiebeginn und jeweils nach 7, 14 und 21 Tagen. Eine weitere
Blutentnahme erfolgte 10 Wochen nach Applikation der Chemotherapie, zum
Zeitpunkt der erneuten Staginguntersuchungen fiir die Remissionsbeurteilung der
Erkrankung. Das entnommene Blut wurde umgehend gekiihlt bei 4 C°, innerhalb von
einer Stunde nach Abnahme zentrifugiert und das gewonnene Serum bei -20 °C bis
zur weiteren Analyse eingefroren. Zusdtzlich zu den Blutentnahmen wurden im
Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Liibeck,
aus den, fiir die Diagnosestellung gewonnenen, Schnittpraparaten des Lymphoms
immunhistochemische Farbungen fiir die Bestimmung der COX-2-Expression

durchgefiihrt.
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Das Ansprechen auf die durchgefiihrte Chemotherapie wurde nach Kklinischen
Mafdgaben nach Applikation von drei Zyklen der Chemotherapie durch erneute
Staginguntersuchungen kontrolliert. Alle Patienten wurden nach Beendigung der
Chemotherapie nachbeobachtet mit einem medianen Beobachtungszeitraum von 535
Tagen und die Remissionsdauer sowie das Eintreten eines Rezidives der Erkrankung

oder Todesfille wurden dokumentiert.

3.1.1 Remissionsbeurteilung

Als Ansprechen auf die Chemotherapie wurde das Vorliegen einer kompletten
Remission oder einer partiellen Remission, iiblicherweise nach Applikation von drei
Kursen der Chemotherapie, definiert. Die Anwendung der Diagnostik und die
Interpretation der Befunde erfolgten durch den behandelnden Arzt. In einem
Zeitraum von 2-6 Wochen nach Beendigung der Chemotherapie wurde erneut eine
Remissionskontrolle durchgefiihrt. Die Remissionsbeurteilung erfolgte jeweils nach
den international anerkannten standardisierten Remissionskriterien. So wurde
exemplarisch die Remissionsbeurteilung der hochmalignen Non-Hodgkin-Lymphome
nach den Empfehlungen des International Workshop to Standardize Response criteria
for Non-Hodgkin's Lymphoma (Cheson et al, 1999) durchgefiihrt und die
Remissionsbeurteilung der Plasmozytomerkrankung entsprach den Kriterien der
European Group for blood and marrow transplantation (EBMT). In Hinblick auf die
hochmalignen Non-Hodgkin-Lymphome wird eine komplette Remission definiert als
das Verschwinden aller Krankheitszeichen (klinisch, radiologisch und
labordiagnostisch), aufgrund des Lymphombefalls vergroflerte Organe miissen in
ihrer Grofie zuriickgegangen sein und diirfen keine Raumforderungen mehr
aufweisen. Bei vorausgegangenem Knochenmarkbefall muss durch eine
Knochenmarkbiopsie abgesichert sein, dass das Knochenmark lymphomfrei ist. Eine
partielle Remission liegt vor, wenn weiterhin Lymphomgewebe nachweisbar ist,
jedoch eine deutliche Volumenreduktion um mindestens 50% des Lymphombefalls in
allen Befallslokalisationen vorliegt, eine vollstindige Normalisierung des Blutbildes
besteht und keine neuen Lymphommanifestationen nachweisbar sind. Ein Progress

ist definiert als das Wiederauftreten von Krankheitssymptomen und das Auftreten
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neuer lymphatischer oder extralymphatischer Lasionen, beziehungsweise eine
deutliche Zunahme der Lymphommanifestationen um mehr als 25% im Vergleich
zum Initialbefund. Als ,no change” wird das persistierende Vorliegen von
Lymphommanifestationen bezeichnet mit nur geringer Groéflenzunahme oder
Groflenabnahme, wobei keine Lymphommanifestation um mehr als 25%
zugenommen hat oder die Riuckbildung weniger als 50% betragt. Eine
Grofdenabnahme von 25-50% wird auch als ,minor response” bezeichnet. Ein Rezidiv
liegt vor, wenn nach mindestens 3 Monaten andauernder Remission das
Wiederauftreten von  Krankheitssymptomen, neuer lymphatischer oder
extralymphatischer Lasionen oder eine deutliche Zunahme der
Lymphommanifestation um mehr als 25% nachweisbar sind. Bei kiirzerem Intervall

wird der Fall als Progress gewertet.

Die Remissionsbeurteilung bei Plasmozytomerkrankungen erfolgt gemafd EBMT nach
folgenden Kriterien: eine komplette Remission liegt vor, wenn kein monoklonales
Protein in Serum und Urin nachweisbar ist, weniger als 5% Plasmazellen im
Knochenmark zu finden sind und keine Zunahme der Zahl oder Gréf3e von Osteolysen
darstellbar ist sowie Weichteilplasmozytome nicht mehr nachweisbar sind. Die
Kriterien flr das Vorliegen einer partiellen Remission beinhalten eine mindestens
50%ige Reduktion des monoklonalen Proteins im Serum, eine Reduktion
monoklonaler freier Leichtketten im 24-Stunden-Urin um mehr als 90%, eine uiber
50%ige Reduktion von Weichteilplasmozytomen sowie keine Zunahme der Zahl oder
Grofde von Osteolysen. Fiir das Vorliegen einer sogenannten minimalen Remission ist
eine 25-49%ige Reduktion des monoklonalen Proteins im Serum, eine 50-89%ige
Reduktion monoklonaler Leichtketten im 24-Stunden-Sammelurin, eine 25-49%ige
Reduktion von Weichteilplasmozytomen und eine fehlende Zunahme der Zahl oder
Grofie von Osteolysen gefordert. Ein ,no change”liegt vor, wenn die Kriterien fiir eine
partielle Remission oder eine minimale Remission nicht erfiillt sind und eine
Reduktion des monoklonalen Proteins im Serum und der Leichtketten im Urin von
weniger als 25% fir mindestens drei Monate vorliegt. Ein Progress der Erkrankung
ist durch das Vorliegen eines der folgenden Kriterien definiert: eine Zunahme von
mehr als 25% des monoklonalen Proteins im Serum oder der monoklonalen

Leichtketten im 24-Stunden-Sammelurin, eine Grofenzunahme bekannter

17



Material und Methoden

Weichteilplasmozytome oder das Auftreten neuer Weichteilplasmozytome, eine
Zunahme der Zahl oder Grofde von Osteolysen oder eine Zunahme der Plasmazellen

im Knochenmark von mehr als 25%.

3.2 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv besteht aus insgesamt 36 Patienten, bei denen eine
Lymphomerkrankung diagnostiziert worden ist. Hierbei handelte es sich entweder
um eine Erstdiagnose oder um ein Rezidiv einer vorbekannten Non-Hodgkin-
Lymphomerkrankung. Alle Patienten befanden sich in stationdrer oder ambulanter
Behandlung durch die Abteilung fiir Himatologie und Onkologie der Medizinischen
Klinik I des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Liibeck, und wurden
schriftlich iber die Studieninhalte informiert, des Weiteren erfolgte eine miindliche
Aufklarung des Patienten iiber die Studie durch die behandelnden Arzte. Vor
Einschluss in die Studie wurde eine schriftliche Einverstindniserklarung des

Patienten tber die Teilnahme an der Studie eingeholt.

Die Rekrutierung erfolgte ab Dezember 2005 und endete im Juli 2007. Die
Nachbeobachtungszeit endete am 26.01.2009.
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3.3 Methoden

3.3.1 Messung der COX-2-Expression im Tumor

Die COX-2-Expression in den paraffinfixierten Schnittprdaparaten der Lymphome
wurde mittels immunhistochemischer Analyse durch das Institut fiir Pathologie des
Universitatsklinikums  Schleswig-Holstein, Campus Liibeck, bestimmt. Die
Immunhistochemie ist eine Methode zur spezifischen Markierung von Proteinen
mittels Antikorper, die mit einem Chromogen kombiniert werden, so dass
lichtmikroskopisch erkennbar wird, ob das gesuchte Protein in dem aufbereiteten
Gewebe nachweisbar ist. Zunachst werden die Schnittpraparate entparaffinisiert und
anschlieffend mit Wasserstoffperoxid behandelt, um unspezifische Anfarbungen
aufgrund einer endogenen Peroxidasereaktion zu vermeiden. Anschlieféend wird
durch Hinzugabe eines humanen ,pre-antibody-blocking Serum” verhindert, dass die
spater zugegebenen Antikorper unspezifisch binden. Im Anschluss wird auf den
Praparaten die Primarantikorper-Losung aufgetragen. Diese Primarantikorper setzen
sich spezifisch an den Epitopen der gesuchten Antigene fest. Anschliefden wir ein
Sekundarantikérper hinzugegeben, der an den Primarantikorper binden kann und
mit einer Peroxidase konjugiert ist, welche durch Zugabe eines Chromogens den
Sekunddrantikorper sichtbar macht. Somit kénnen COX-2 exprimierende Zellen
lichtmikroskopisch dargestellt werden. Die kommerziell erworbenen Primar- und
Sekundarantikérper sowie ,blocking-Reagenzien® wurden nach Angaben des

Herstellers verwendet (Tabelle 3.3.1).

Neben der Expression im Tumor wurde zusatzlich die intrazellulare Expression der
COX-2 im Lymphom-umgebenden Stroma bestimmt, wobei es sich insgesamt um
keine quantitative Messung handelte. Eine Doppelfairbung, zur genauen
Identifizierung der COX-2-exprimierenden Stroma-Zellen, ist im Rahmen dieser
Studie nicht erfolgt, in vorausgehenden Studien konnte eine COX-2-Expression u.a. in
Makrophagen und Endothelzellen nachgewiesen werden (Crofford, 1997; Koki et al.,
1999). Zeigte sich in der Analyse eine Expression der COX-2 im Praparat, wurde diese
in der Auswertung als ,COX-Gesamt“ zusammengefasst. In der weiterfithrenden
Analyse wurde dann unterteilt in COX-2-Expression im Stroma (COX-Stroma) und

COX-2-Expression im Lymphom (COX-Tumor).
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Tabelle 3.3.1 Verwendete Antikérper

Reagenz Hersteller

PowerVision+Poly-Hrp-Anti Ms/Rb/Rt IgG Biotin- | ImmunoLogic, Duiven, Niederlande
free, Ready-To-use-KIT mit Post-antibody blocking
Reagenz und Poly-Hrp-Anti-mouse/rabbit/rat igG

Rabbit Monoclonal Antibody SP21RM-9121-XXX Thermo Fisher Scientific. Fremont, USA

3.3.2 Messung VEGF-Spiegel im Patientenserum

Die VEGF-Spiegel im Patientenserum wurden mittels ,enzyme linked immuno sorbent
assays“ (ELISA) im hdmatologischen Labor des Universitiatsklinikums Schleswig-
Holstein, Campus Liibeck, bestimmt. Bei dem verwendeten ,Sandwich-ELISA” ist ein
spezieller Antikorper gegen das zu quantifizierende Zytokin an eine Mikrotiterplatte
gebunden. Nach Zugabe der Patientenprobe bindet dieser Antikdrper spezifisch das
dort enthaltene Zytokin. Ein zweiter, Enzym-gekoppelter, Antikorper bindet danach
an ein anderes Epitop des gebundenen Zytokins. Nachdem ein Chromogen
hinzugegeben wurde, katalysiert das Enzym eine Farbreaktion. Die Menge des
farbigen Reaktionsproduktes ist abhangig von der Menge des gebundenen
sekundaren Antikérpers und damit auch von der Konzentration des Zytokins. Zur
Quantifizierung wurde die Absorption mit einem Photometer gemessen. Die
unbekannte Konzentration wurde anschliefend aus der Regressionsgeraden einer
mitgefiihrten Standardkurve berechnet. Die kommerziell erworbenen ELISA (Tabelle

3.3.2) wurden ebenfalls nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Tabelle 3.3.2 Verwendete ELISA

ELISA Hersteller

Humanes VEGF Immunoassay, Quantikine® R&D Systems, Inc Minneapolis, USA
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3.3.3 Messung von IL-6 und IL-8 im Patientenserum

Die Zytokine IL-6 und IL-8 wurden mit der Methode des ,bead-based multiplex
sandwich immunoassay” bestimmt. Dieser Assay beruht auf dem Prinzip des
Sandwich-ELISA, jedoch ist bei dieser Methodik die gleichzeitige Messung mehrerer
Zytokine in einer Probe moglich. Polystyrol-Perlen, die sogenannten ,beads”,
enthalten fluoreszierende Farbstoffe in unterschiedlichen Konzentrationen und sind
an einen Antikorper gegen das jeweils zu quantifizierende Zytokin gebunden. Hierbei
sind die ,beads” mit gleichem Konzentrationsverhaltnis des Farbstoffes jeweils mit
Antikérpern gegen ein bestimmtes Zytokin konjugiert. Nach Zugabe der
Patientenprobe werden die Zytokine spezifisch an den Antikérper gebunden und es
wird ein zweites fluoreszierendes ,Reporter-Molekiil“ hinzugegeben, welches
ebenfalls spezifisch an das Zytokin bindet. Anschlieféend werden die fluoreszierenden
Farbstoffe durch zwei Laser stimuliert, wobei ein Laser die Fluoreszenz des
Farbstoffgemisches in den , beads” aktiviert und ein zweiter Laser die Fluoreszenz des
»Reporter-Molekiils“ stimuliert. Durch die Fluoreszenz kann so fiir jedes Zytokin,
welches jeweils an ein ,bead” mit einem bestimmten Konzentrationsverhaltnis des
Farbstoffes bindet, eine genaue Quantifizierung erfolgen. Der ,bead-based multiplex
sandwich immunoassay” wurde ebenfalls kommerziell erworben und die Messungen

erfolgten nach den Anweisungen des Herstellers.

Tabelle 3.3.3 Materialien fiir den” bead-based multiplex sandwich immunoassay*

Materialien Hersteller

Bio-Plex  Cytokine  Reagent Kit, 1x96-well | BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
(Assaypuffer, Waschpuffer, Detektionsantikorper-
Diluent, Streptavidin-PE, Filterplatte 96-well)

Bio-Plex Human Cytokines Groupl 5-plex1x96-well, | BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
IL-1beta, IL-6, IL-8, IL-12 (p70), IFN-gamma (mit
Antikérpern konjugierte Beads, Detektionsantikorper
und Antigenstandard zur Detektion von IL-1beta, IL-6,
IL-8, IL-12, IFN-gamma)
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4 Datenzusammenfassung und Auswertung

Datenanalyse: Die statistische Datenanalyse und die graphische Darstellung erfolgten
mit dem Computerprogramm SPSS 17 fiir Windows (SPSS Statistics Data Document,
Version 17,0). Als Signifikanzniveau wurde alpha <0,05 definiert. Die
Uberlebenszeitschitzung erfolgte nach Kaplan-Meier. Als Signifikanztest wurde der

Log-Rank-Test verwendet.

Teilweise vorkommende Differenzen der Fallzahlen in den Tabellen sind durch
fehlende Werte der Zytokinmessungen bedingt. Qualitative Merkmale wie IPI, das
Ansprechen auf die Therapie oder der zeitliche Verlauf von Zytokinkonzentrationen
im Serum wurden in Kreuztabellen zusammengefasst. Zusammenhdnge dieser

Variablen wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests ermittelt.

Zytokine: Aus der quantitativen Analyse der Zytokinkonzentration im Serum der
Patienten wurde das qualitative Merkmal Anstieg bzw. Abfall aus der Differenz der

seriellen Messungen gebildet.

Definition der seriellen Messpunkte: Die Zeitpunkte der Blutabnahmen wurden wie
folgt zugeordnet: WO: vor Therapie; W1: bis 13 Tage nach Therapie; W2: bis 20 Tage

nach Therapie; W3: bis 27 Tage nach Therapie, aber vor der nachsten Chemotherapie.
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5 Ergebnisse

5.1 Studienkohorte

Die untersuchte Patientengruppe besteht aus 23 Mannern und 13 Frauen. Das
mittlere Alter bei Eintritt in die Studie liegt bei den Frauen bei 72 Jahren und bei den

Maénnern bei 64 Jahren. Der mediane Beobachtungszeitraum betragt 535 Tage.

Tabelle 5.1.1 Patientencharakteristika

Geschlecht Anzahl Mittleres Alter
mannlich 23 64,8
weiblich 13 72,7
Gesamtanzahl 36 68,7

Innerhalb der Studienpopulation wurde bei 31% der Patienten ein niedrigmalignes
Non-Hodgkin-Lymphom diagnostiziert und bei 69% der Patienten konnte ein
hochmalignes Non-Hodgkin-Lymphom nachgewiesen werden (Tabelle 5.1.2). In der
Subgruppenanalyse finden sich unter den hochmalignen Lymphomen 16 diffus-
grofdzellige B-Zell-Lymphome, 8 nicht ndher zu klassifizierende hochmaligne B-Zell-
Lymphome und ein T-Zell-Lymphom. Das Multiple Myelom stellt mit 36% der
Patienten den grofdten Anteil unter den niedrigmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen
innerhalb der Studienpopulation dar. Des Weiteren finden sich unter den Patienten
mit niedrigmalignem Lymphom 3 Patienten mit Mantelzell-Lymphom, jeweils ein
Patient mit Haarzell-Leukdmie und Immunozytom sowie zwei Patienten mit

follikularem Lymphom (Abbildung 5.1.1).



Tabelle 5.1.2

Studienpopulation

Ergebnisse

Anteil der niedrig-und hochmalignen Non-Hodgkin-Lymphome in der

Patientenanzahl

Anteil in Prozent

Niedrigmaligne Lymphome 11 31
Hochmaligne Lymphome 25 69
Gesamtanzahl 36 100
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Abbildung 5.1.1 Hdufigkeitsverteilung der Lymphomsubgruppen innerhalb der

Patientenpopulation in Prozent
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In der Patientengruppe, die an einem diffus-grofézelligen Non-Hodgkin-Lymphom
beziehungsweise an einem nicht ndher zu klassifizierenden hochmalignen B-Zell-
Lymphom erkrankt ist, konnte bei zehn Patienten ein IPI-Risikoscore von 3 ermittelt
werden. Sieben Patienten haben einen IPI -Score von 4. Ein niedriger IPI-Score findet
sich, im Vergleich dazu, bei deutlich weniger Patienten. Nur insgesamt 7 Patienten

haben bei Diagnosestellung einen prognostisch giinstigen IPI-Risikoscore von 1 oder

2 (Abbildung 5.1.2).
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Abbildung 5.1.2 Hdufigkeitsverteilung der verschiedenen IPI-Risikogruppen

Dargestellt ist die Haufigkeitsverteilung der verschiedenen IPI-Risikogruppen innerhalb der Patientenpopulation,
die an einem hochmalignen Non-Hodgkin-Lymphom erkrankt ist (die Definition des IPI-Score ist auf Seite 15
beschrieben). Eingeschlossen in die Auswertung wurden Patienten mit diffus-grof3zelligem Non-Hodgkin-
Lymphom und Patienten, die an einem nicht ndher zu klassifizierenden hochmalignen Non-Hodgkin-Lymphom

erkrankt sind
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Gemaf3 der Stadieneinteilung der Ann Arbor-Klassifikation weisen 59% der Patienten
bei Diagnosestellung ein Stadium IV der Erkrankung auf. Nur bei 2 Patienten liegt bei

Diagnosestellung ein Stadium I vor.

Tabelle 5.1.3 Einteilung der Lymphomerkrankungen nach der Ann Arbor-Klassifikation

Stadium Patientenanzahl Anteil in Prozent
I 2 6
11 4 13
I 7 22
I\Y% 19 59
Gesamtanzahl 32 100

Die Kriterien fiir die Stadieneinteilung von Lymphomerkrankungen geméafs Ann-Arbor-Klassifikation sind auf Seite
5 beschrieben. Die Gesamtanzahl der aufgefiihrten Patienten betragt n=32, da die Stadieneinteilung der 4
Patienten, die an einem Multiplen Myelom erkrankt sind, nach den Kriterien gemaf3 Durie und Salmon erfolgt

(siehe Anhang, Seite 60)

Die vier Patienten, die an einem Multiplen Myelom erkrankt sind, haben, gemaf3 der
Stadieneinteilung nach Durie und Salmon (siehe Anhang, Seite 60), bei

Therapiebeginn ein Stadium III.
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5.2 Therapieansprechen und Gesamtiiberleben

Von den insgesamt 36 auswertbaren Patienten sind wahrend des
Beobachtungszeitraumes 19 Patienten (52,8%) verstorben. Die mediane

Uberlebensdauer liegt bei 754 Tagen.
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Abbildung 5.2.1 Gesamtiiberleben innerhalb der Patientenpopulation

In Bezug auf den IPI zeigt sich in der Gruppe der hochmalignen Non-Hodgkin-
Lymphome eine Abhdngigkeit des Gesamtiiberlebens vom IPI-Score. In der
Patientengruppe  mit einem IPI-Score von 1 sind wahrend des
Beobachtungszeitraumes keine Todesfille aufgetreten. In der Patientengruppe mit
einem IPI von 2 verstarb ein Patient. In der IPI3-Gruppe sind 5 Patienten verstorben
und 5 Patienten verstarben mit einem IPI-Score von 4 (Abbildung 5.2.2). Diese
Ergebnisse reprasentieren die bereits bekannten Daten hinsichtlich einer Abnahme
der Gesamtiiberlebensdauer mit steigendem IPI-Score (The International Non-

Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors Project, 1993).
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Abbildung 5.2.2 Gesamttiberleben in Abhdngigkeit vom IPI-Score

Dargestellt ist das Gesamtiiberleben innerhalb der Patientengruppe, die an einem diffus-grof3zelligen oder nicht
ndher zu klassifizierenden Non-Hodgkin-Lymphom erkrankt ist, in Abhédngigkeit der IPI-Risikogruppe (die

Definition des IPI-Score ist auf Seite 15 beschrieben)

Innerhalb der Patientenpopulation zeigen wahrend des Beobachtungszeitraumes
33% der Patienten eine komplette Remission (CR). 28% der Patienten entwickeln
einen Progress der Erkrankung (PD) (Tabelle 5.2.1). In der Subgruppenanalyse zeigt
sich, dass 44% der Patienten mit einem hochmalignen Lymphom eine komplette
Remission nach stattgehabter Therapie aufzeigen und 24% der Patienten einen
Lymphomprogress aufweisen. Innerhalb der Gruppe der niedrigmalignen Non-
Hodgkin-Lymphome iiberwiegt mit 54,5% der Anteil der Patienten, die eine partielle
Remission (PR) nach der Therapie aufweisen, 36% der Patienten haben einen

Erkrankungsprogress.
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Tabelle 5.2.1 Remissionsstatus innerhalb der Patientenpopulation

Remissionsstatus Patientenanzahl Anteil in Prozent
CR 12 33
PR 14 39
PD 10 28
Gesamtanzahl 36 100

CR: komplette Remission, PR: partielle Remission, PD: Erkrankungsprogress

Patienten, bei denen nach Applikation der Chemotherapie mindestens eine partielle
Remission diagnostiziert werden konnte, weisen ein signifikant hdheres
Gesamtiiberleben auf im Vergleich zu Patienten, bei denen nach stattgehabter

Therapie ein Lymphomprogress vorliegt (Abb.5.2.3).
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Abbildung 5.2.3 Gesamtiiberleben der Patientenpopulation in Abhdngigkeit vom

Therapieansprechen

CR: komplette Remission, PR: partielle Remission, PD: Erkrankungsprogress
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Insgesamt sind in der Patientengruppe, die mindestens eine partielle Remission unter
der Therapie erreichen konnte, 35% der Patienten wahrend des
Beobachtungszeitraumes verstorben. Patienten, die unter der Therapie einen
Progress aufweisen, sind wahrend des Beobachtungszeitraumes der Studie alle
verstorben (Tabelle 5.2.2). Die mittlere Uberlebenszeit bei Patienten, die mindestens
eine partielle Remission haben, liegt bei 731 Tagen, bei Patienten mit progredienter

Erkrankung bei 169 Tagen.

Tabelle 5.2.2 Anzahl der Todesfdlle in Abhdngigkeit vom Remissionsstatus

Remissionsstatus Gesamtanzahl
CR PR PD
Nicht 11 6 0 17
verstorben
Verstorben 1 8 10 19
Gesamtanzahl 12 14 10 36

CR: komplette Remission, PR: partielle Remission, PD: Erkrankungsprogress

In Hinblick auf einen Zusammenhang zwischen dem IPI-Score und dem Ansprechen
auf die durchgefiihrte Primartherapie, zeigt sich bei kleiner Fallzahl innerhalb der
Patientenpopulation kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen
Risikogruppen (Tabelle 5.2.3). Insgesamt zeigen innerhalb der Patientengruppe mit
einem diffus-grof3zelligen Non-Hodgkin-Lymphom oder einem nicht ndher zu
klassifizierenden hochmalignen B-Zell-Lymphom nur 6 Patienten ein fehlendes
klinisches Ansprechen auf die erste Chemotherapie, so dass, zusammengefasst, bei
75% dieser Patienten ein Kklinischer Riickgang der Lymphommanifestationen

nachgewiesen werden konnte.
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Tabelle 5.2.3 Klinisches Ansprechen auf die Primdrtherapie in Abhdngigkeit zum IPI-

Score
IPI Score
Ansprechen 1 2 3 4 Gesamtanzahl
nein 0 1 2 3 6
ja 1 5 8 4 18
Gesamtanzahl 1 6 10 7 24

Dargestellt ist das klinische Ansprechen innerhalb der Patientengruppe, die an einem diffus-grofzelligen oder
nicht naher zu klassifizierenden Non-Hodgkin-Lymphom erkrankt ist, in Abhédngigkeit der IPI-Risikogruppe (die

Definition des IPI-Score ist auf Seite 15 beschrieben)

Tabelle 5.2.4 Remissionsstatus in Abhdngigkeit zum IPI-Score

IPI-Score
Remissionsstatus 1 2 3 4 Gesamtanzahl (%)
CR 0 4 5 2 11 (46)
PR 1 1 3 2 7 (29)
PD 0 1 2 3 6 (25)
Gesamtanzahl 1 6 10 7 24

Dargestellt ist der Remissionsstatus innerhalb der Patientengruppe, die an einem diffus-grof3zelligen oder nicht
naher zu klassifizierenden Non-Hodgkin-Lymphom erkrankt ist, in Abhingigkeit der IPI-Risikogruppe (die
Definition des IPI-Score ist auf Seite 15 beschrieben). CR: komplette Remission, PR: partielle Remission, PD:

Erkrankungsprogress

Tabelle 5.2.4 stellt den Remissionsstatus nach stattgehabter Therapie in Abhédngigkeit
zum IPI-Score dar. Insgesamt konnte bei 46% der Patienten eine komplette
Remission erreicht werden und 25% der Patienten mit hochmalignem B-Zell-
Lymphom zeigen im Verlauf einen Progress der Erkrankung. In der
Subgruppenanalyse konnte aufgrund der kleinen Fallzahl kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Rate an Lymphomprogressen und kompletten

Remissionen in Abhangigkeit von der [PI-Risikogruppe ermittelt werden.
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5.3 COX-2-Expression und Therapieansprechen

Bei insgesamt 30 von 36 Patienten innerhalb der Studienpopulation ist eine
Expression der COX-2 nachweisbar, bei sechs Patienten kann keine COX-2-Expression
nachgewiesen werden (Tabelle 5.3.1). In der weiteren Analyse hinsichtlich eines
moglichen Zusammenhanges zwischen der COX-2-Expression und dem
Therapieansprechen zeigt sich, dass es keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich
der COX-2-Gesamtexpression und dem Ansprechen auf die Therapie gibt. Somit zeigt
sich kein Zusammenhang zwischen dem Gesamtiiberleben und der COX-2-

Gesamtexpression.

Tabelle 5.3.1 COX-2-Gesamtexpression und Therapieansprechen

Remissionsstatus

COX-2-negativ

(Patientenanzahl)

COX-2-positiv

(Patientenanzahl)

Gesamtanzahl

PD 3 7 10
Mind. PR 3 23 26
Gesamtanzahl 6 30 36

Mind. PR: Vorliegen einer kompletten Remission oder einer partiellen Remission; PD: Erkrankungsprogress;
COX-2-positiv: Nachweis einer COX-2-Expression im untersuchten Material

COX-2-negativ: Fehlen einer COX-2-Expression im untersuchten Material

In der weiteren Analyse zeigt sich jedoch ein signifikanter Unterschied (p<0,001) im
Therapieansprechen in Verbindung mit der COX-2-Expression im Stroma (Tabelle
5.3.2). Bei insgesamt 22 Patienten konnte eine COX-2-Expression im Stroma
nachgewiesen werden. Diese Patienten haben ein signifikant besseres
Therapieansprechen im Vergleich zu Patienten mit fehlender COX-2-Expression im
Stroma. 64% der Patienten ohne nachweisbare COX-2-Expression im Stroma weisen

ein fehlendes Therapieansprechen mit einem Lymphomprogress auf, wohingegen
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95% der Patienten mit positiver COX-2-Expression im Stroma mindestens eine

partielle Remission haben.

Tabelle 5.3.2 COX-2-Expression im Stroma und Therapieansprechen

Remissionsstatus

COX-2-Stroma-negativ

(Patientenanzahl)

COX-2-Stroma-positiv

(Patientenanzahl)

Gesamtanzahl

PD

9 1 10
Mind. PR 5 21 26
Gesamtanzahl 14 22 36

Mind. PR: Vorliegen einer kompletten Remission oder einer partiellen Remission; PD: Erkrankungsprogress;
COX-2-Stroma positiv: Nachweis einer COX-2-Expression im Stroma

COX-2-Stroma negativ: Fehlen einer COX-2-Expression im Stroma

Dieser Zusammenhang zwischen der Expression der COX-2 im Stroma und dem
Remissionsstatus spiegelt sich auch im Gesamtiiberleben der Patienten wieder.
Patienten mit positiver Expression weisen mit einem medianen Uberleben von 671
Tagen ein signifikant verlangertes Gesamtiiberleben auf (p<0,01) im Vergleich zu
Patienten mit negativer Expression im Stroma (369 Tage). Innerhalb des
Beobachtungszeitraumes verstarben 11 (79%) der 14 Patienten mit fehlender
COX-2-Expression im Stroma, wohingegen von den 22 Patienten mit Nachweis einer

COX-2-Expression im Stroma 8 Patienten (36%) verstarben.
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Abbildung 5.3.1 Gesamtiiberleben innerhalb der Patientenpopulation in Abhdngigkeit

von der COX-2-Expression im Stroma

COX-2-Stroma positiv: Nachweis einer COX-2-Expression im Stroma; COX-2-Stroma negativ: fehlender Nachweis

einer COX-2-Expression im Stroma

In der weiteren Analyse hinsichtlich der COX-2-Gesamtexpression und des
Remissionsstatus zeigt sich, dass von den 6 Patienten, bei denen keine COX-2-
Expression nachgewiesen werden konnte, drei Patienten mindestens eine partielle

Remission nach Therapie aufweisen und 3 Patienten einen Lymphomprogress haben.

Unter den Patienten mit nachweisbarer COX-2-Gesamtexpression weisen 16
Patienten (53,3%) eine isolierte Expression im Stroma auf und bei 8 Patienten
(26,7%) gelang der Nachweis einer COX-2-Expression nur im Tumorgewebe. Von
diesen 8 Patienten erlitten nach stattgehabter Therapie 75% einen
Lymphomprogress (Tab.5.3.3) im Vergleich zu 50% innerhalb der Patientengruppe
mit fehlendem Nachweis einer COX-2-Expression. Alle Patienten mit isoliertem
Nachweis der COX-2-Expression im Stroma haben mindestens eine partielle

Remission.
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Bei 6 Patienten kann sowohl im Stroma als auch im Tumorgewebe eine COX-2-
Expression nachgewiesen werden. Von diesen Patienten kann bei einem Patienten ein
Lymphomprogress nachgewiesen werden, die anderen fiinf Patienten weisen

mindestens eine partielle Remission auf.

Tabelle 5.3.3 Hdufigkeitsverteilung  des  Remissionsstatus  innerhalb  der

Patientenpopulation in Abhdngigkeit von der COX-2-Expression

Fehlende COX- | COX-2-Expression | COX-2-Expression | COX-2-Expression | Gesamt-
2-Expression nur im Tumor nur im Stroma im Stroma und anzahl
Tumor
PD 3 6 0 1 10
Mind. PR 3 2 16 5 26
Gesamtanzahl 6 8 16 6 36

Mind. PR: Vorliegen einer kompletten Remission oder einer partiellen Remission, PD: Erkrankungsprogress

Von den insgesamt 8 Patienten mit Nachweis einer COX-2-Expression im Stroma, die
wahrend des Beobachtungszeitraumes verstorben sind, zeigen 5 Patienten einen
isolierten Nachweis der COX-2-Expression im Stroma und bei 3 Patienten ist sowohl
eine COX-2-Expression im Stroma als auch im Tumor nachweisbar. Innerhalb der
Patientengruppe mit isoliertem Nachweis der COX-2-Expression im Tumorgewebe

verstarben 7 Patienten (Tabelle 5.3.4).
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Tabelle 5.3.4 Anzahl

der

Todesfille

innerhalb der

Ergebnisse

Patientenpopulation in

Zusammenhang mit der Lokalisation der COX-2-Expression

Fehlende COX- COX-2- COX-2- COX-2- Gesamtanzahl
2-Expression Expression nur Expression nur Expression im
im Tumor im Stroma Stroma und
Tumor

Nicht 2 1 11 3 17
verstorben

verstorben 4 7 5 3 19

Gesamtanzahl 6 8 16 6 36

Insgesamt haben Patienten mit alleiniger Expression der COX-2 im Stroma ein
deutlich verlangertes Gesamtiiberleben im Vergleich zu Patienten mit isoliertem
COX-2-Nachweis im Tumor (Abbildung 5.3.2), wobei, aufgrund der kleinen Fallzahl
innerhalb der Subgruppenanalyse, die Ergebnisse hinsichtlich des Gesamtiiberlebens

statistisch nicht signifikant sind.
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Abbildung 5.3.2 Gesamtiiberleben innerhalb der Patientenpopulation in Abhdngigkeit

von der Lokalisation der COX-2-Expression

5.4 VEGF-, IL6- und IL-8-Serumspiegel und Therapieansprechen

Die Bestimmung der VEGF-Spiegel im Serum vor und nach der durchgefiihrten
Chemotherapie konnte aufgrund fehlenden Probenmaterials nur bei 26 der insgesamt
36 Patienten durchgefiihrt werden. Insgesamt konnte bei der Halfte der Patienten ein
Abfall der VEGF-Spiegel nach Applikation der ersten Chemotherapie nachgewiesen
werden. Die Hohe des gemessenen VEGF-Wertes vor Beginn der Therapie und dessen
Abweichung vom Median zeigt, bei insgesamt kleiner Fallzahl, keinen Zusammenhang

mit dem Ansprechen auf die Therapie.

In Hinblick auf einen Zusammenhang zwischen VEGF-Abfall im Serum nach
Chemotherapie, definiert als Abfall um 20% im Vergleich zum Ausgangswert, und
Remissionsstatus sind die ermittelten Ergebnisse aufgrund der kleinen Patientenzahl
und teilweise liickenhafter VEGF-Verlaufsspiegel nur eingeschrankt zu bewerten.

62% der Patienten ohne VEGF-Abfall unter der Therapie zeigen im Verlauf
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mindestens eine partielle Remission der Erkrankung, 38% der Patienten entwickeln
einen Lymphomprogress. In der Patientengruppe mit nachgewiesenem VEGF-Abfall
unter der Therapie zeigen 92% der Patienten eine partielle oder komplette

Remission.

Tabelle 5.4.1 Remissionsstatus und VEGF-Abfall im Serum nach Chemotherapie

VEGF-Abfall Gesamtanzahl
nein ja
Remissionsstatus (Patientenanzahl) (Patientenanzahl)
CR 4 8 12
PR 4 4
PD 5 1
Gesamtanzahl 13 13 26

CR: komplette Remission, PR: partielle Remission, PD: Erkrankungsprogress. VEGF-Abfall: Abfall um 20% im

Vergleich zum Ausgangswert

Auch in Hinblick auf das Ansprechen auf die durchgefiihrte erste Chemotherapie
zeigen sich Unterschiede in den beiden Patientengruppen (Tabelle 5.4.2). Alle
Patienten, die einen Abfall der VEGF-Spiegel im Verlauf haben, zeigen nach
stattgehabter Chemotherapie ein klinisches Ansprechen auf die Therapie,
wohingegen 38% der Patienten ohne nachweisbaren VEGF-Abfall kein klinisches

Ansprechen nach der Ersttherapie zeigen.

Tabelle 5.4.2 Klinisches Ansprechen auf die Chemotherapie und VEGF-Abfall im Serum

VEGF-Abfall Gesamtanzahl
nein ja
Ansprechen (Patientenanzahl) (Patientenanzahl)
nein 0 5
ja 8 13 21
Gesamtanzahl 13 13 26

VEGF-Abfall: Abfall um 20% im Vergleich zum Ausgangswert
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Die Messung der Interleukine IL-6 und IL-8 konnte ebenfalls nur bei einer relativ
kleinen Fallzahl an Patienten durchgefiihrt werden. Insgesamt konnte bei jeweils 32
Patienten die IL-6-und IL-8-Bestimmung erfolgen. Leider ist die Bestimmung der
Interleukine aufgrund von fehlendem Patientenmaterial nicht an allen vorgegebenen
Abnahmetagen durchgefiihrt worden, so dass auch diese erhobenen Ergebnisse nur
als Anhaltspunkte gewertet werden konnen und statistisch nicht signifikant sind. In
Hinblick auf den Zusammenhang zwischen dem Remissionsstatus nach stattgehabter
Chemotherapie beziehungsweise dem klinischen Ansprechen nach der
durchgefiithrten Therapie und dem Abfall der IL-6 und IL-8-Spiegel konnten keine
Unterschiede ermittelt werden. Wie aus den nachfolgenden Tabellen hervorgeht, ist
ein gemessener Abfall der Interleukine im Serum nicht einhergehend mit einer
erhohten klinischen Ansprechrate oder einem verbesserten Remissionsstatus nach
der Therapie. Als Abfall des IL-6-beziehungsweise IL-8-Spiegels wurde der Abfall um

20% im Vergleich zum Ausgangswert definiert.

Tabelle 5.4.3  Abfall des IL-6-Konzentration im Serum und Remissionsstatus

IL6-Abfall
nein ja
Remissionsstatus (Patientenanzahl) (Patientenanzahl) Gesamtanzahl
CR 6 3 9
PR 5 9 14
PD 5 4 9
Gesamtanzahl 16 16 32

CR: komplette Remission, PR: partielle Remission, PD: Erkrankungsprogress. IL-6-Abfall: Abfall um 20% im

Vergleich zum Ausgangswert
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Tabelle 5.4.4 Abfall des IL-6-Spiegel im Serum und klinisches Ansprechen auf die

Chemotherapie
IL6-Abfall
Ansprechen nein ja
(Patientenanzahl) (Patientenanzahl) Gesamtanzahl
nein 5 4 9
ja 11 12 23
Gesamtanzahl 16 16 32
IL-6-Abfall: Abfall um 20% im Vergleich zum Ausgangswert
Tabelle 5.4.5 Remissionsstatus und Abfall des IL-8-Spiegels im Serum
Remissionsstatus
CR PR PD
IL-8-Abfall (Patientenanzahl) (Patientenanzahl) (Patientenanzahl) Gesamtanzahl
nein 8 4 15
ja 4 7 6 17
Gesamtanzahl 12 11 32

CR: komplette Remission, PR: partielle Remission, PD: Erkrankungsprogress. IL-8-Abfall: Abfall um 20% im

Vergleich zum Ausgangswert

Tabelle 5.4.6  Klinisches Ansprechens auf die Chemotherapie und Abfall des IL-8-

Spiegels im Serum

Therapieansprechen
nein ja
IL-8-Abfall (Patientenanzahl) (Patientenanzahl) Gesamtanzahl
nein 3 12 15
ja 4 13 17
Gesamtanzahl 25 32

IL-8-Abfall: Abfall um 20% im Vergleich zum Ausgangswert
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6 Diskussion

6.1 Studiencharakteristika

Die vorliegende Kohortenstudie zeichnet sich durch eine ausreichend lange
Beobachtungsdauer der Patienten und eine damit verbundene engmaschige
Erhebung des Remissionsstatus nach stattgehabter Therapie aus. In Hinblick auf die
Geschlechts- und Altersverteilung ist die Studienpopulation dem Verteilungsmuster
der Erkrankung innerhalb der Bevodlkerung der Bundesrepublik Deutschland

vergleichbar und somit als reprasentativ anzusehen.

Innerhalb der Studienpopulation sind 69% der Patienten an einem hochmalignen B-
Zell-Lymphom erkrankt. Bei diesen Patienten wurde der Internationale
Prognostische Index ermittelt und das mediane Uberleben innerhalb der einzelnen
Risikogruppen miteinander verglichen. Die erhobenen Daten entsprechen den bereits
bekannten und allgemein anerkannten Zusammenhdngen zwischen einer
Verminderung der Gesamtiiberlebensrate mit zunehmenden IPI, welche bereits in
vorausgegangenen Studien dargelegt werden konnten (The International Non-
Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors Project, 1993). Yang et al. (2009) konnten
aufzeigen, dass diese Zusammenhdnge auch unter der Therapie mit Rituximab
Gultigkeit behalten. Auch in Hinblick auf die Abhangigkeit des kumulativen
Uberlebens zum priméaren Ansprechen auf die Chemotherapie zeigen die erhobenen
Daten vergleichbare Ergebnisse wie die grofden Multicenter-Studien (Cabanillas et al,,
1988). Patienten, die auf die Primartherapie ein schlechtes Ansprechen zeigen, haben

eine signifikant verkiirzte Gesamtiiberlebensdauer.

Zum einen verdeutlichen diese erhobenen Daten somit die Reproduzierbarkeit und
Glltigkeit der Ergebnisse dieser Studie, zum anderen wird hieraus auch die Relevanz
des Ansprechens auf die Primartherapie ersichtlich. Es stellt sich erneut die Frage
nach weiteren biologischen Prognosefaktoren, die eine Einschitzung hinsichtlich
eines primdren Therapieversagens mit der Notwendigkeit einer intensiveren
Primértherapie ermdglichen. Diese biologischen Marker konnten gegebenenfalls auch

neue Optionen darstellen, um eine zusatzliche gezielte Therapie (,targeted therapy)
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durchzufiihren. In unserer Studie konnte kein sicherer Zusammenhang zwischen dem
IPI und dem Ansprechen auf die durchgefiihrte Therapie gefunden werden. Weitere,
unbekannte Faktoren haben Einfluss auf das Ansprechen auf die Therapie und somit

auf das Uberleben des Patienten.

6.2 COX-2-Analyse

In Anbetracht der Forschungsergebnisse an soliden Tumoren, riickt zunehmend bei
den Lymphomerkrankungen die Rolle der COX-2 in den Fokus klinischer Studien.
Durch eine Uberexpression der COX-2 im Tumorgewebe kommt es zur erhéhten
Produktion von pro-angiogenetischen Faktoren wie Prostaglandin Ez, VEGF und bFGF
(Tsujii et al., 1998; Masferrer et al., 2000), Hemmung der Immunabwehrreaktion,
unter anderem iiber Prostaglandin E; vermittelte Modulation der Funktion von
T-Lymphozyten (Choudhry et al., 1999; Baratelli et al., 2005) sowie Hemmung der
Apoptose von Tumorzellen (Sheng et al.,1998; Tsujii et al.,,1998).

In-vitro konnte bereits dargestellt werden, dass in Lymphomerkrankungen eine
erhohte COX-2-Expression nachzuweisen ist und durch den Einsatz eines selektiven
COX-2-Inhibitors (Celecoxib) die Proliferation der Lymphomzellen gehemmt wird
sowie Apoptose ausgelost werden kann. Hierfiir waren allerdings hohe Spiegel des
COX-2-Inhibitors notwendig (Wun et al, 2004). Auch in-vivo ist eine erhohte
Expression der COX-2 in Zellen von Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphomen
nachweisbar, wobei Patienten mit nachgewiesener COX-2-Expression ein signifikant
schlechteres Ansprechen auf die Chemotherapie zeigten und eine schlechtere

Prognose aufwiesen (Hazar et al., 2004; Ladetto et al., 2005).

Im Vergleich zu den genannten Daten geht in der hier vorliegenden Studie der
Nachweis der COX-2-Gesamtexpression nicht mit einem signifikant verminderten
Gesamtuberleben einher, wobei hierbei die nur kleine Fallzahl an Patienten, die eine
fehlende COX-2-Expression aufweisen, ursachlich sein mag. Insgesamt konnte gezeigt
werden, dass bei einem Grofdteil der Patienten eine COX-2-Expression im

Lymphompraparat nachweisbar ist und somit auch bei Lymphomerkrankungen die
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COX-2-Expression eine Bedeutung in der Tumorgenese zu haben scheint, da in

gesunden Lymphozyten kaum COX-2-Expression nachweisbar ist (Wun et al., 2004).

In der weiteren Analyse der Patientengruppe, die eine COX-2-Expression aufweist,
zeigt sich jedoch ein interessanter Unterschied: wahrend vorausgegangene Studien
bei der Analyse der COX-2-Expression in Tumorerkrankungen nicht zwischen der
COX-2-Expression im Stroma und im Tumor unterschieden haben, kann in der
vorliegenden  Studie  ein  signifikanter = Unterschied  hinsichtlich  des
Therapieansprechens in Abhdngigkeit von der Lokalisation der COX-2-Expression
(Tumorzelle oder umgebendes Stroma) nachgewiesen werden. Der Nachweis der
COX-2-Expression in den Stromazellen ist einhergehend mit einem besseren
Therapieansprechen und einer signifikant verlangerten Gesamtiiberlebenszeit im
Vergleich zu Patienten mit fehlendem Nachweis einer COX-2-Expression im Stroma.
Patienten, die COX-2 nur im Tumor exprimieren, haben ein deutlich schlechteres
Therapieansprechen. Alle Patienten mit einer isolierten COX-2-Expression im Stroma
haben in der Analyse mindestens eine partielle Remission und zeigen sich hinsichtlich
des Therapieansprechens auch gegeniiber Patienten mit fehlender COX-2-
Gesamtexpression im Vorteil. Somit kann die Bestimmung der COX-2-Expression im
Stroma moglicherweise als ein prognostischer Marker fir das Therapieansprechen
von Nutzen sein, jedoch sind Studien an grofieren Patientenkollektiven notwendig,
um diesen Sachverhalt zu prifen. Auch sind weitere Untersuchungen nach
serologischen Parametern in der Patientengruppe mit fehlender COX-2-Expression
im Stroma notwendig, die die Patienten identifizieren, die doch ein
Therapieansprechen zeigen. Aufgrund der leider kleinen Gruppengréfde innerhalb der

durchgefiihrten Studie ist dieses Vorhaben mit statistischen Mitteln nicht gelungen.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die Expression der COX-2 nicht unbedingt
mit einer schlechten Prognose der Erkrankung einhergeht und verdeutlichen erneut
die komplexen Mechanismen und Interaktionen von pro-und antiangiogenetischen
Faktoren. Wahrend in den vorausgegangenen Studien das Blickfeld auf die pro-
angiogenetischen Fahigkeiten der COX-2 gerichtet war, sollte in folgenden Studien
auch eine mogliche protektive Rolle der COX-2 gegen die Tumorgenese in Erwagung
gezogen werden. Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass die Expression der

COX-2 und die damit verbundene Zytokinfreisetzung im Stroma moglicherweise eine
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Abwehrreaktion der Stromazellen (Makrophagen, T-Lymphozyten) gegen die
Lymphomzellen darstellt und somit, im Sinne des ,cancer immunoediting” (Dunn et
al., 2002), als protektive Immunreaktion gegen das Lymphom anzusehen ist. Eine
weiterflihrende Untersuchung hinsichtlich der genauen Klassifizierung der COX-2-
exprimierenden Zellen im Stroma in folgenden Studien konnte diese Hypothese

stiitzen.

Da die isolierte COX-2-Expression im Tumor und auch die gleichzeitige
COX-2-Expression im Stroma und im Tumor mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben
einhergehen, scheint die Expression im Tumor, iiber die pro-angiogenetischen und
Apoptose-inhibitorischen Effekte, dieser moglichen Immunabwehr-Reaktion
entgegenzustehen. Es stellt sich die Frage, welche Folgen eine medikamentose,
selektive Hemmung der COX-2 auf die Lymphomerkrankung haben kénnte. Aufgrund
der vorausgegangenen Studien wird der Einsatz von selektiven COX-2-Inhibitoren in
der Therapie von verschiedenen Tumorerkrankungen erprobt. In-vitro-
Untersuchungen konnten die Fahigkeit dieser Substanzen aufzeigen, iiber pro-
apoptotische, antiangiogenetische und immunmodulatorische Prozesse das
Tumorwachstum zu hemmen. Die Einnahme von nichtsteroidalen Antirheumatika
(NSAID) scheint das Risiko, an verschiedenen Tumorleiden zu erkranken, zu
verringern (Schreinemachers und Everson, 1994; Collet et al., 1999; Garcia-Rodriguez
und Huerta-Alvarez, 2000). Diese antitumoralen Effekte sind auf die COX-2-Inhibition
durch diese Medikamente zuriickzufiihren. Es gibt jedoch Daten, die vermuten lassen,
dass die Hinzunahme eines selektiven COX-2-Hemmers zu Standard-Chemotherapien,
zum Beispiel bei Bronchialkarzinomen, keinen zusatzlichen therapeutischen Effekt
zeigt (Schneider et al., 2008). Fiir Non-Hodgkin-Lymphome gibt es ebenfalls Daten,
die vermuten lassen, dass es durch Einnahme von NSAID zu einer Risikoreduktion an
einem Non-Hodgkin-Lymphom zu erkranken kommt (Holly et al, 1999). Jedoch
konnten andere Studien diesen Zusammenhang nicht bestatigen (Cartwright et al,,
1988; Zhang et al., 2004). In einigen Studien zeigt sich unter regelmafdiger NSAID-
Einnahme sogar ein erhohtes Risiko an einem Non-Hodgkin-Lymphom zu erkranken
(Chang et al., 2005; Flick et al., 2006). Flick et al. (2006) konnten in einer case-control-
Studie keine Risikoreduktion fiir das Auftreten von Non-Hodgkin-Lymphomen unter

NSAID-Einnahme aufzeigen, die regelmifiige Einnahme von selektiven COX-2-
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Inhibitoren scheint bei Frauen sogar mit einem erh6hten Risiko fiir das Auftreten von
Non-Hodgkin-Lymphomen einherzugehen. Es handelte sich hierbei jedoch um eine
kleine Patientenanzahl, eine Analyse hinsichtlich des Lymphom-Subtyp ist nicht
erfolgt und die Befragung hinsichtlich der Medikamenteneinnahme erstreckte sich
tiber 20 Jahre, so dass hier ein potentieller statistischer Bias vorliegt. In einer bisher
nicht veroffentlichten Studie einer Arbeitsgruppe der Abteilung fiir Hamatologie/
Onkologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Liibeck, lasst sich
in-vitro anhand einer Studie an Mammakarzinom-Zellreihen ebenfalls keine
Wachstumshemmung der Karzinomzellen durch COX-2-Hemmung aufzeigen, jedoch
ist in-vivo eine Wachstumshemmung nachweisbar. Diese Ergebnisse unterstreichen
die These, dass die COX-2-Expression keinen direkten Effekt auf die Tumorzellen zu
haben scheint, sondern vielmehr iber Effekte auf das ,microenvironment” das

Karzinomwachstum zu beeinflussen scheint.

Insgesamt scheint es nicht ausreichend zu sein, nur anhand der
COX-2-Gesamtexpression Riuckschliisse auf das biologische Verhalten des Tumors
ziehen zu wollen und selektive COX-2-Inhibitoren als Therapieerganzung
einzusetzen. In Anbetracht der erhobenen Daten ist es durchaus denkbar, durch eine
medikamentose Hemmung der COX-2-Expression im Stroma, die Prognose des
Patienten zu verschlechtern. Die vorliegende Studie konnte anhand der erhobenen
Ergebnisse aufzeigen, dass die Effekte der COX-2-Expression auf die Tumorzellen und
deren Stroma vielfaltig und komplex sind, so dass zunadchst weitere Untersuchungen
notwendig sind, bevor eine medikamentése COX-2-Hemmung als reguldare Therapie

von Tumorerkrankungen etabliert werden kann.
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6.3. Analyse VEGF, IL-6 und IL-8

VEGF ist ein vaskuldrer Wachstumsfaktor und spielt eine wichtige Rolle bei der
Gefafdneubildung, sowohl in Tumoren als auch in gesundem Gewebe (Dvorak, 2002;
Ferrara et al, 2003). Eine erhohte COX-2-Expression fiihrt iiber eine erhdhte
Expression von pro-angiogenetischen Faktoren wie VEGF und bFGF zu einer
verstarkten Tumorangiogenese (Tsujii und DuBois, 1995). Auch fiir die Entstehung
von hiamatologischen Neoplasien spielt die Stimulation der Angiogenese durch VEGF
anscheinend eine wichtige Rolle. Bei Patienten mit myeloproliferativen Erkrankungen
konnten erhohte Plasma-Spiegel von VEGF und bFGF gefunden werden (Martyre et
al, 1997; Di Raimondo et al, 2001) und fiir die chronische myeloische Leukdmie
konnte ein vermindertes Uberleben bei Patienten mit erhéhten VEGF-Konzentration
nachgewiesen werden (Verstovsek et al,, 2003). Da die Expression von VEGF unter
anderem tiber die COX-2 reguliert wird, ist anzunehmen, dass bei Lymphomen eine
erhohte COX-2-Expression mit erhohten Spiegeln von VEGF einhergeht. In Anbetracht
der oben genannten Studienergebnisse ist der Einfluss der VEGF-Konzentration auf
das Therapieansprechen und das Gesamtiiberleben der Lymphompatienten zu
diskutieren. Es ware mdoglich, dass persistierend erhohte VEGF-Spiegel unter
Therapie ein erhohtes Risiko fiir einen schnellen Progress wiederspiegeln kdénnten.
Ribatti et al. (1996) konnten bereits eine erhohte ,microvessel density“in Gewebe von
Non-Hodgkin-Lymphomen nachweisen. Aggressive, rasch progrediente Lymphome
wiesen eine hohere Gefafddichte auf als indolente Lymphome, was auf eine Beziehung
zwischen Angiogenese und Erkrankungsprogression hindeutet. Auch konnte gezeigt
werden, dass Non-Hodgkin-Lymphom-Zellen VEGF produzieren (Ho et al.,, 2002; Potti
et al, 2002) und bFGF sowie VEGF bei Hodgkin-Erkrankungen in den Reed-
Sternberg-Zellen produziert werden (Ohshima et al., 1999; Doussis-Anagnostopoulou
et al., 2002). Mehrere Studien weisen darauf hin, dass erh6hte VEGF-Spiegel mit einer
schlechteren Prognose bei Non-Hodgkin-Lymphomen einhergehen (Salven et al,

1997).

In der vorliegenden Studie konnte nur bei einem Teil der Patienten der VEGF-Spiegel
bestimmt werden, so dass die Auswertung der Ergebnisse hinsichtlich des VEGF-
Abfalls nach Chemotherapie und dem Ansprechen auf die Therapie lediglich einen

Hinweis auf einen moéglichen Zusammenhang liefern kann. Es zeigt sich, dass unter
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der Therapie bei der Halfte der Patienten ein Abfall der VEGF-Konzentration zu
beobachten ist. Diese Patienten weisen ein deutlich besseres Therapieansprechen auf,
im Vergleich zu den Patienten, die keinen Abfall der VEGF-Spiegel im Serum zeigen.
Diese Ergebnisse bestatigen die vorbeschriebenen Daten hinsichtlich einer
prognostischen Bedeutung der VEGF-Konzentration bei Lymphomerkrankungen.
Gleichzeitig stellt der Abfall der VEGF-Konzentration im Serum unabhdngig vom
VEGF-Spiegel zu Beginn der Therapie moglicherweise einen prognostischen Marker
zur Einschatzung des Therapieansprechens dar und ist gegebenenfalls ein Indikator
fir die frithzeitige Intensivierung der Therapie. Grofiere Studien sind notwendig, um
diese Hypothese zu belegen und um zu priifen, ob Patienten mit fehlendem Abfall der
VEGF-Spiegel unter der Chemotherapie gegebenenfalls von einer Therapie mit einem

VEGF-Rezeptorantagonisten profitieren wiirden.

Verschiedenen Interleukinen konnte ebenfalls eine Rolle in der Pathogenese von
malignen Neoplasien zugeschrieben werden. Die komplexen Mechanismen dieses
Zusammenhanges spiegeln sich in den vielseitigen Aufgaben dieser Zytokine in der
Immunabwehr, bei Entziindungsreaktionen und den pro-angiogenetischen Effekten
wieder. Seymour et al. (1995) sowie Pedersen et al. (2005) konnten aufzeigen, dass
IL-6 ein unabhangiger prognostischer Marker fiir das Ansprechen und das
Gesamtiiberleben von Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen zu sein scheint und
dass ein Abfall nach stattgehabter Therapie ein Marker fiir eine bessere Prognose der
Patienten darstellen konnte. Auch bei Patienten mit Multiplem Myelom ist IL-6 ein
Wachstumsstimulus fiir Plasmazellen und erhohte Serumspiegel sind bei dieser
Lymphomentitdt ebenfalls mit einer schlechteren Prognose korreliert (Lauta, 2003).
Auch den Interleukinen IL-3, IL-8 und IL-10 kommt ein Einfluss auf die Proliferation
von Lymphomzellen zu. Negaard et al. (2009) konnten aufzeigen, dass Patienten mit
hamatologischen Neoplasien eine erhohte ,microvessel density“ im Knochenmark
aufwiesen und, damit verbunden, erh6hte Serumspiegel von pro-angiogenetischen
Zytokinen wie IL-6 und IL-8 nachweisbar sind. Patienten, die nach stattgehabter
Therapie keine komplette Remission erreicht haben, wiesen, im Vergleich zu
Patienten mit kompletter Remission, signifikant erhohte Plasmaspiegel an IL-6 und

[L-8 auf.
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Aufgrund der kleinen Fallzahl und der fehlenden vollstdndigen Datenermittlung ist in
Hinblick auf die Korrelation zwischen dem Ansprechen auf die Therapie und den
Serumspiegeln der verschiedenen Interleukine keine statistisch sinnvolle
Auswertung und Subgruppenanalyse in der vorliegenden Studie moglich. In
Zusammenschau der Ergebnisse ware eine weitere Analyse bei den Patienten mit
COX-2-Expression im Stroma hinsichtlich der Interleukinspiegel im Serum
wiinschenswert. Es ist denkbar, dass Patienten, die eine COX-2-Expression in den
Stromazellen aufweisen, jedoch ein schlechtes Ansprechen auf die Primartherapie
zeigen, sich hinsichtlich der IL-6 und IL-8-Spiegel im Serum unterscheiden im
Vergleich zu Patienten mit COX-2-Expression im Stroma und gutem
Therapieansprechen. Dieser Sachverhalt konnte dazu beitragen,
Therapie-Non-Responder friihzeitig zu erkennen und gegebenenfalls intensiver zu

therapieren.

Insgesamt wird durch die vorliegende Studie deutlich, dass die Einfliisse auf das
Tumorwachstum vielgestaltig sind. Durch den Nachweis des Zusammenhanges
zwischen Lokalisation der COX-2-Expression und dem Gesamtiiberleben konnte
gezeigt werden, dass die Einfliisse der verschiedenen Zytokine nicht nur direkt auf
die Tumorzelle, sondern vielmehr auch auf die direkte Umgebung der Tumorzelle
beziehungsweise auf das ,microenvironment” eine wesentliche Rolle im Verstandnis
der Pathogenese einer Tumorerkrankung spielen und in die Entwicklung neuer
prognostischer Marker miteinbezogen werden miissen. Um weitere Zusammenhange
aufzuzeigen und die komplexen Interaktionen zwischen Tumorzellen und
umgebendem Stroma genauer zu beleuchten, sind Studien an groéfieren

Patientenzahlen notwendig.
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7 Zusammenfassung

Das Enzym Cyclooxygenase-2 (COX-2) ist ein Schliisselenzym des
Arachidonsdurestoffwechsels und vermittelt {iber die Synthese verschiedener
Prostaglandine unter anderem die Unterhaltung einer Entziindungsreaktion im
Gewebe. Des Weiteren hat die COX-2 tiiber pro-angiogenetische und Apoptose-
hemmende Eigenschaften eine wesentliche Rolle in der Entstehung von
Tumorerkrankungen. Auch hamatologische Neoplasien weisen eine erhohte
COX-2-Expression auf, die anscheinend mit einem verminderten Ansprechen auf die
Primartherapie und einem verminderten Gesamtiiberleben einherzugehen scheint.
Somit ist die COX-2-Expression im Tumor ein moglicher prognostischer Faktor in
Hinblick auf die Einschiatzung des Therapieansprechens einer lymphoproliferativen
Erkrankung und kann gegebenenfalls hinzugezogen werden, um Patienten zu

identifizieren, die primar einer intensiveren Therapie zugefiihrt werden sollten.

Im Rahmen einer prospektiven Longitudinalstudie wurden 36 Patienten mit
malignen Lymphomen rekrutiert, die den ersten Kurs einer Chemotherapie erhielten
und Uber einen medianen Beobachtungszeitraum von 1,5 Jahren nachbeobachtet
wurden. Das Ansprechen auf die Chemotherapie war der priméire und das Uberleben
der Patienten war der sekundare Endpunkt der Studie. Durch die Bestimmung der
COX-2-Expression im Tumorgewebe und im umgebenden Stromagewebe sowie tliber
die Bestimmung von verschiedenen Zytokinen im Serum wurden Parameter gesucht,

die das Ansprechen auf die Chemotherapie vorhersagen.

In der Datenauswertung zeigt sich, dass Patienten mit Nachweis einer
COX-2-Expression im Stroma eine signifikant verlingerte mediane Uberlebenszeit
(671 Tage) im Vergleich zu Patienten mit fehlender COX-2-Expression im Stroma
(369 Tage) haben und ein besseres Therapieansprechen aufweisen (95% vs. 36%).
Patienten mit isolierter COX-2-Expression im Tumorgewebe haben in der
Subgruppenanalyse die schlechtesten Ansprechraten und ein deutlich verkiirztes
Gesamtuberleben. Insgesamt waren 75% der Patienten mit isoliertem Nachweis einer

COX-2-Expression im Tumor im Verlauf progredient erkrankt.
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Somit stellt die Expression der COX-2 im Stroma einen moglichen prognostischen
Marker dar, um den individuellen Krankheitsverlauf und das Therapieansprechen
vorauszusagen. Weitere Analysen an grofderen Patientenkollektiven hinsichtlich der
Interleukin-und VEGF-Spiegel im Serum dieser Patienten konnten behilflich sein,
Subgruppen zu identifizieren, welche trotz des Nachweises einer COX-2-Expression
im Stroma kein Therapieansprechen zeigen. Auch sind weitere Untersuchungen an
groferen Patientenzahlen notwendig, um die unterschiedliche Aufgabe der

COX-2-Expression im Tumorgewebe und im Stroma zu analysieren.
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9 Anhang

Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ALL Akute lymphatische Leukdmie

bFGF Basic fibroblast growth factor

COX-1 Cyclooxygenase-1

COX-2 Cyclooxygenase-2

COX-Gesamt Cyclooxygenase-2-Gesamtexpression
CR Komplette Remission

EBMT European Group for Blood and Marrow Transplantation
ECOG Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status
EGF Endothelian growth factor

IL-6 Interleukin-6

IL-8 Interleukin-8

IPI International Prognostic Index

LDH Lactatdehydrogenase

mRNA messenger Ribonukleinsaure

NSAID Nichtsteroidale Antirheumatika

PD Progress der Erkrankung

PGD: Prostaglandin D2

PGE: Prostaglandin E2

PGF2a Prostaglandin Fz«

PGG:2 Prostaglandin G2

PGH: Prostaglandin Hz

PGH-Synthase Prostaglandin H-Synthase
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PGI2

PR

TXA2

VEGF

WHO

Anhang

Prostaglandin Iz

Partielle Remission

Thromboxan Az

unter anderem

Vascular endothelial growth factor

World Health Organisation

9.2 ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status)

ECOG = 0 Asymptomatisch, keinerlei Einschrankung der normalen Aktivitat

ECOG = 1 Symptomatisch, maRig eingeschrankte korperliche Aktivitiat und Arbeitsfahigkeit

ECOG = 2 Arbeitsunfahig, selbstindige Lebensfiihrung moglich, Bettlagerigkeit <50% des Tages

ECOG = 3 Selbstindige Versorgung nicht moglich, Bettlagerigkeit >50% des Tages

ECOG = 4 Rasche Progredienz der Erkrankung, Bettldgerigkeit 100%

ECOG =5 Tod

9.3 Stadieneinteilung Multiples Myelom nach Durie und Salmon

Stadium I

Héamoglobin>10 g/dl

Serum Calcium < 12 mg/dl

Keine oder nur eine Osteolyse

Geringes Paraprotein (IgG < 5 g/dl bzw. IgA < 3 g/dl
oder Leichtketten-Ausscheidung im Harn < 4g/24h)

Stadium II

Weder Stadium I noch III

Stadium III

Hamoglobin<8,5 g/dl

Serum Calcium >12 mg/dl

Hohes Paraprotein (IgG > 7 g/dl bzw. IgA >5 g/dl oder
Leichtketten-Ausscheidung im Harn > 12g/24h)
Mindestens 2 Osteolyse
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Anhang

9.4 Ethikvotum

Universitét zu Lﬂbec:k

Medizinische Fakultat - Der Vorsitzende der Ethikkommission

Dekanat der Medizinischen Fakultat der Universitat zu Libeck
Ratzeburger Allee 160, D-23538 Liibeck

Herrn Bearbeiter: Frau Erdmann
Dr. med. Marxsen Telefon: (0451) 500- 4639
Medizinische Klinik I i (04R1) 500~ quen
email: erdmann@zuv.uni-luebeck.de
im Hause
Datum: 27.01.2006
Aktenzeichen:
nachrichtlich: ( immer angeben ! ) 05-211

Herrn Prof. Dr. Fehm
Direktor der Medizinischen Klinik I

Sitzung der Ethik-Kommission am 18. Januar 2006
Antragsteller: Herr Dr. Marxsen / Herr Prof. Fehm
Titel: Medizinische Relevanz von Angiogenese und COX-2-Expression bei malignen Lymphomen

Sehr geehrter Herr Dr. Marxsen,

der Antrag wurde unter berufsethischen, medizinisch-wissenschaftlichen und berufsrechtlichen Gesichtspunkten gepriift.

Die Kommission hat nach der Beriicksichtigung folgender Hinweise keine Bedenken: Die Dauer der Aufbewahrung des
Biomaterials ist in der Patienteninformation auf 5 Jahre begrenzt. Die Kommission empfiehlt, die Frist auf 10 Jahre zu

verlangern. Die Aufbewahrungszeit ist auch in der Einwilligungsklirung zu nennen.. Im 2. Punkt der Einwilligungs-
erkldrung ist das Wort ,,widersprechen® durch ,,widerrufen* zu ersetzen.

Bei Anderung des Studiendesigns sollte der Antrag erneut vorgelegt werden. Uber alle schwerwiegenden oder
unerwarteten und unerwiinschten Ereignisse, die wihrend der Studie auftreten, muf3 die Kommission umgehend

benachrichtigt werden.

Nach AbschluB des Projektes bitte ich um Ubersendung eines knappen Schlussberichtes (unter Angabe unseres
Aktenzeichens), aus dem der Erfolg/Misserfolg der Studie sowie Angaben dariiber, ob die Studie abgebrochen oder
gedndert bzw. ob Regressanspriiche geltend gemacht wurden, ersichtlich sind.

Die drztliche und juristische Verantwortung des Leiters der klinischen Priifung und der an der Priifung teilnehmenden
Arzte bleibt entsprechend der Beratungsfunktion der Ethikkommission durch unsere Stellungnahme unberiihrt.

Mit freundlichem Gruf3 und den besten Wiinschen fiir den
weiteren Verlauf Ihrer Forschung bin ich

Thr

s

val——

Prof. Dr. med. Dr. phil. H. Raspe
Vorsitzender

anwesende Kommissionsmitglieder: B
& Prof. Dr. Dr. H.-H. Raspe
(Sozialmedizin, Vorsitzender der EK)
Prof. Dr. F. Hohagen

(Psychiatrie)

Prof. Dr. Dominiak

(Pharmakologic)

& Frau H. Miiller

(Pflege)

Prof. Wessel

(Kinderchirurgie, Stellv. Vorsitzender der EK)
& Herr Dr. Fieber

(Richter am Landgericht Litbeck)

B Prof. Schwinger

(Humangenetik)

Herr Prof. Dr. H. L. Fehm
(Medizinische Klinik I)

& Frau Prof. Dr. M. Schrader
(Plastische Chirurgie)

& Herr Dr. Schultz

(Padiatrie)

& Herr D. Stojan

(Priisident des Amtsgerichtes Liibeck)
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