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Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Nebennierenrinde

Die Nebennierenrinde (NNR) ist Bestandteil beider Nebennieren (Glandulae
suprarenales), die sich an dem kranialen Pol der Nieren befinden und je etwa 4-5 g
wiegen. Die Nebennierenrinde, auch Kortex genannt, entsteht aus dem embryonaen
Peritonealepithel (Zolomepithel) zwischen dem Ansatz des Mesenteriums und der
Urogenitalfalte und sezerniert Steroidhormone (KIoppel et al., 2004).

Histologisch lassen sich drei Schichten unterteilen, die von einer bindegewebigen
Kapsel umgeben sind. Die periphere Schicht ist die Zona glomerulosa, die vorwiegend
far die Mineralkortikoidsynthese (v.a. Aldosteron) zustandig ist. Die Zellen sind in
Ballen und Strangen angeordnet und relativ klein.

Die Zellen der anschlielenden Zona fasciculata sind radidr ausgerichtet und
strangformig angeordnet. Zwischen den einzelnen Zellen sind Sinus zu sehen, in die die
hier produzierten Glukokortikoide (v.a. Kortisol) abgegeben werden. Im Vergleich zu
den beiden anderen Zonen ist der Zelldurchmesser deutlich grof3er. Diese Zone macht
beim Erwachsenen den Hauptteil der NNR aus (Welsch, 2006; Krieglstein, 2004).

Am weltesten innen liegend befindet sich die Zona reticularis, die neben der
Uberwiegenden  Androgenproduktion  (Dehydroepiandrosteron/  DHEA)  auch
Glukokortikoide produziert. Strukturell zeigt sich ein netzartig verzweigter Aufbau der
Zone. Nach innen schliefdt sich dann das Nebennierenmark an (Krieglstein, 2004).

1.2 Karzinom der Nebennierenrinde

1.2.1 Beschreibung

Das Nebennierenrindenkarzinom (NNR-Ca) ist ein sehr seltener maligner, epithelialer
Tumor, der von den adrenokortikalen Zellen ausgeht (Dohna, 2001). Es sind dabei
hormonell aktive und hormonell inaktive Falle beschrieben. Die hormonell aktiven
Tumoren konnen einen Steroid- (Androgen- oder Ostrogen-), einen Glukokortikoid-
oder Mineralkortikoidexzess aufweisen. Mischformen konnen ebenfalls auftreten. Die
jahrliche Inzidenz des NNR-Ca liegt in Deutschland bei 2:1.000.000 (KI6ppel et al.,
2004). Esist fur etwa 0,2% aller Krebstodesfélle verantwortlich (Allolio et al., 2002).
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Karzinome der NNR weisen eine bimodale Altersverteilung auf, mit einer
Haufigkeitsspitze im Kindesalter bei etwa 10 Lebengahren. Hier kommen Karzinome
sogar dreimal haufiger vor as Adenome (KIdppel et a., 2004). NNR-Karzinome haben
bei Kindern ene gunstigere Prognose (Allolio et a., 2002). Ein zweiter
Haufigkeitsgipfel findet sich in der funften bis sechsten Lebensdekade (Roman, 2006).
Das mittlere Alter bel Diagnose betrug, in einer Metaanalyse mit 920 Patienten, 45
Jahre (Allolio et a., 2002). Das Verhdltnis Frauen zu Mannern geben Schulick et a. mit
etwa 3:2 an.

In Stdbrasilien ist eine deutlich erhohte jahrliche Inzidenz von NNR-Ca bel Kindern
beobachtet worden, die mit einer Mutation [R337H] des Tumorsuppressorgens TP53 in
Verbindung gebracht wird (Allolio und Fassnacht, 2006; Figueiredo et a., 2006).

Die Metastasierung des NNR-Karzinoms erfolgt vor allem in die Leber (44-93%) und
die Lunge (46-79%), auf¥erdem lymphogen (18-73%), ins Peritoneum (18-70%), die
Knochen (7-24%) und die Nieren (weniger as 10%) (Schlamp et al., 2006).

Tabelle 1
Fernmetastasen beim Nebennierenrindenkarzinom
(von Allolio et a., 2002 und Schlamp et a., 2006)
Untersucher, (n=Patientenzahl)
L okalisation der Metastase Hutter u. King u. L uton
(Angaben in Prozent) Kayhol, Lack, etd,
(n=127) (n=29) (n=88)

Leber 44 93 46
Lunge 53 79 46
Lymphknoten 18 73 40
Peritoneum 16 79 40
Pleura 5 - 3
Skelett 7 24 17
Gehirn 4 10

Kontralaterale NNR - 7

Niere 2 10 -
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Die Kanzerogenese/ Pathogenese des NNR-Ca ist in weiten Teilen noch nicht geklart,
eswerden derzeit zwel Modelle diskutiert (Ortmann et al., 2004). Die erste Theorie geht
davon aus, dass zuerst aus gesundem Nebennierenparenchym ein Adenom entsteht,
welches durch eine weitere Noxe zum Karzinom entdifferenziert. Als wahrscheinlicher
wird aber als zweites Modell diskutiert, dass durch eine inaktivierende Mutation in
TP53 in der Bande 17p13 und/oder eine Mutation in 11pl5, die eine IGF-II-
Uberexpression zur Folge hat, eine de novo Tumorgenese initiiert wird (Allolio und
Fassnacht, 2006).

Ein weiterer Faktor, der moglicherweise eine Rolle in der Kanzerogenese spidlt, ist ein
Allelverlust des ACTH-Rezeptor-Gens. ACTH ist wesentlich an der NNR-
Differenzierung beteiligt (Beuschlein et al., 2001). Ein Defekt des ACTH-Rezeptor-
Gens konnte daher einen wesentlichen Schritt in der Karzinogenese des NNR-Ca
darstellen (Allolio et a., 2002).

Obwohl sporadische Tumoren einen Grofdteil der NNR-Karzinome ausmachen, sind
benigne und maligne NNR-Tumore auch im Rahmen verschiedener erblicher Tumor-
Syndrome beschrieben (van Ditzhuijsen et a., 2007):

Das L i-Fraumeni-Syndrom wurde 1969 erstmalig beschrieben. Eswird in etwa 70% der
Fadle durch eine Keimzellmutation des Tumorsuppressorgens TP53 (in 17p13.1)
verursacht (Libé et Bertherat, 2005) (LFS-1). Seltener finden sich im CHEK2-Gen in
22012.1 (LFS-2) oder in 1923 (LFS-3) Mutationen (Bell et a., 1999; Bachinski et al.,
2005). Die Haufigkeit wird mit 1:10.000 angegeben. Es werden bel diesem seltenen
Tumorsyndrom vermehrt NNR-Karzinome, Mammakarzinome, Osteosarkome, Gliome
und andere ZNS-Tumore, Welichtellsarkome und Leukdmien gefunden (Bachinski et al.,
2005; Dohna, 2001). Daneben kdnnen auch Melanome, Karzinome der Lunge, Prostata
und des Pankreas vorkommen (Sidhu et al., 2003).

[Synonym:  Exomphalos-Makroglossie-Gigantismus-Syndrom = EMG-Syndrom]
(Pschyrembel, 2001)
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Bel diesem ebenfalls seltenen Syndrom findet man neben NNR-Karzinomen, eine
Viszeromegalie, Hepatoblastome, charakteristische Ohrmuscheldysplasien, embryonale
Tumore, beim Neugeborenen eine Hypoglykamie, Anomalien der Niere, Makroglossie,
Hypersomie und Bauchwanddefekte in Kombination mit Malignomen wie dem Wilms-
Tumor der Niere (Marx, 2004; Baujat et a., 2004; Sidhu et al., 2003). Die Haufigkeit
wird mit 1:15.000 angegeben. Ursache ist ein genetischer Defekt in 11p15.5, der in etwa
15% der Félle autosomal dominant vererbt wird (Gomes et Ramos, 2003). Durch
Anomalien in diesem Bereich ist auch die Transkription des IGF-I1-Gens, das in diesem
Abschnitt kodiert wird, gestért, was zu erhdhten | GF-11-Pegeln fihrt.

Diese IGF-11-Uberexpressionen und p53-Mutationen treten auch bei sporadischen
Formen des NNR-Ca gehauft auf (Allolio et al., 2002; Slater et al., 2006).

Ein anderes Syndrom, bei dem NNR-Karzinome vorkommen konnen, ist die MEN1.

[Synonym: MEA1 = Multiple Endokrine Adenomatose 1, Wermer-Syndrom, familiares
Zollinger-Ellison Syndrom] (Heitz et a., 2004; Kloppel et a., 2004; Calender et al.,
2004)

Dieser Symptomkomplex besteht aus einem priméren Hyperparathyreoidismus (80-98%
aler MEN1-Fdle) und Hypophysen- und Pankreastumoren (Dohna, 2001). Auch im
Duodenum und in anderen Organen sind multiple endokrine Tumore zu finden (Heitz et
a., 2004). In 25-40% der Félle treten NNR-Lasionen auf, wobeli Karzinome sehr viel
seltener sind als Adenome (Libé et Bertherat, 2005). Ursache eines MEN1 ist eine
hereditéare, inaktivierende Mutation des MEN1-Tumorsuppressorgens. Das MEN1-Gen
(Chromosomenregion 11g13) kodiert das MENIN-Protein. Tritt ein Verlust des noch
funktionierenden Allels auf, wird die Kanzerogenese initiiert (Heitz et a., 2004).

In verschiedenen Studien [Kjellman et al., 1999/ Heppner et al., 1999/ Schulte et al.,
2000] wurde bel bis zu 90% der MENZ1-bedingten NNR-Karzinome ein Allelverlust
(LOH) in eben dieser Region (11q13) gefunden. Da bel diesem LOH offenbar fast die
gesamte 11g-Doméne betroffen ist, konnte sich dort ein bisher unentdecktes
Tumorsuppressorgen befinden (Libé et Bertherat, 2005). Das MEN1-Syndrom wird
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autosomal dominant vererbt, es kommen aber auch spontane Formen vor (Sidhu et dl,
2003).

1.2.2 Klinisches Er scheinungsbild des NNR-Ca

Die meisten der NNR-Karzinome sind endokrin aktiv. Bei mehr as der Hélfte aller
NNR-Karzinome verursachen die veranderten Hormonspiegel eine klinische
Symptomatik (Ortmann et al., 2004; Schulick et al., 1999). Wahrscheinlich bedingt
durch die hohere Sensitivitét aktueller Untersuchungen, geben neuere Studien sogar
einen Anteil von 60 bzw. 79% an (Allolio und Fassnacht, 2006; Ramon, 2006). Da die
Hormonproduktion in den Tumorzellen aber vergleichsweise ineffektiv ist, sind die
Tumoren, wenn sie klinische Symptome in Form ener hormonellen Stoérung
verursachen, i.d.R. schon recht grof3 (Allolio et al., 2002).

Je nach Art des produzierten Hormons resultieren unterschiedliche spezifische
Krankheitsbilder:

(1) Kortisolexzess. Erhohte Kortisolspiegel fuhren je nach Ausprdgung zu dem

Vollbild oder einer milden Form des Cushing-Syndroms. Es bezeichnet eine schwere
Stoffwechselstérung, die eine Stammfettsucht, Osteoporose und Magengeschwiire
verursacht (Ldllmann-Rauch, 2003). Charakteristisch sind auch: Ekchymosen
(fleckformige Blutungen der Haut), Hautveranderungen (Striae rubrae distensae,
Atrophie), Muskelschwéche und ein volles Gesicht (,Mondgesicht*) durch den
gestorten Fettmetabolismus (Vierhapper, 2002).

(2) Ostrogenexzess. Durch die vermehrten Ostrogene kommt es beim Mann zu einer

Hodenatrophie und Gynakomastie. Man spricht von einer Feminisierung des Mannes,
die sich bei etwa 10% der endokrin aktiven NNR-Karzinome klinisch manifestiert
(Schlamp et al., 2006).

(3) Androgenexzess.  Klinisch &ufert sich dies bei Frauen u.a. in einer Akne, einer

Hypertrophie der Kilitoris, Glatzenbildung, einer verénderten Stimmlage und
Hirsutismus. In der Regel sind Zyklusstérungen zu finden (Allolio und Fassnacht, 2006;
Vierhapper, 2002). Fuhrt die Gesamtheit der Veranderungen zu einem mannlichen
Erscheinungsbild, wird dies as Virilisierung bezeichnet. Etwa 20-35% der endokrin
aktiven NNR-Karzinome fuhren zu einer klinischen Virilisierung (Schlamp et a.,
2006).
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> (4) Aldosteronexzess. Ein Hyperaldosteronismus verursacht ein Conn-Syndrom, ist
aber beim NNR-Ca relativ ungewohnlich (Dohna, 2001). Klinisch treten Hypertonie
und eine deutliche Hypokalidmie auf. Die haufigere Ursache fir eine gravierende
Hypokaidmie (@ Serum-Kalium 2,3 +/- 0,08mmol/l) ist jedoch eine erhohte
Kortisolausschuttung. Durch die intrarenale Erhthung wird das Kortisol von der 11-3-
Hydroxysteroiddehydrogenase nicht mehr zu Kortison inaktiviert, wodurch der
Mineralkortikoidrezeptor verstarkt aktiviert wird (Allolio und Fassnacht, 2006).

Nicht-funktionelle Karzinome falen mest durch Schmerzen - oft auch
Rickenschmerzen — Lethargie, ein abdominelles Druckgefuihl oder Erbrechen auf.
Seltener treten Fieber, Gewichtsverlust, eine tastbare Raumforderung oder allgemeines
Unwohlsein auf, so dass selbst grof3volumige Tumoren das Allgemeinbefinden wenig
einschranken (Allolio und Fassnacht, 2006; Sidhu et al., 2003). Ausnahmsweise wurde
von einer Hamaturie oder dem Auftreten einer Dyspnoe berichtet. Zum Tell hatten die
Patienten mehrere Symptome und in wenigen Félen zeigten sie keine Symptomatik
(Schulick et al., 1999).

1.2.3 Staging des NNR-Ca (Schulick et al., 1999; WHO classification of endocrine
Tumours, 2004)

T1 —Tumorgréle =5 cm, keine Infiltration der Umgebung (lokalisiert)

T2 —Tumorgrél3e > 5 cm, keine Infiltration der Umgebung (lokalisiert)

T3 —Tumor wéchst lokal infiltrierend in das umgebende Fettgewebe

T4 — Tumor wéchst lokal infiltrierend in angrenzende Organe

NO — Keine regionalen Lymphknoten befallen

N1 — Regionaler Lymphknotenbefall

MO — Keine Metastasen nachweisbar

M1 — Metastasen nachweisbar

1.2.4 Prognose des NNR-Ca

Schulick und Brennan haben finf verschiedene Studien verglichen (Soreide et al., 1970-
84; lcard et a., 1992; Zografos et a., 1994; Haak et a., 1994; Crucitti et a., 1996) und
fanden Gesamt-5-Jahres-Uberlebensraten von 16-35%. Kann eine komplette
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chirurgische Resektion erreicht werden, erhthen sich diese Werte auf 38-62%. Bel
inkompletter Resektion verschlechtert sich die Rate auf 0-9%.

Die 5-Jahres-Uberlebensrate im klinischen Stadium | geben Sidhu et al. mit 66%, im
Stadium 11 mit 58%, im Stadium 111 mit 24% und im Stadium VI mit 0% an.

Mehr as 50% der Falle mit Fernmetastasen versterben innerhalb eines Jahres (Gicquel
et al., 1997).

Die Prognose von Patienten mit Rezidiv ist besser wenn die Priméroperation und das
Auftreten des Rezidivs weit auseinander liegen (Allolio et a., 2002).

1.2.5 Makroanatomie

NNR-Karzinome kénnen sehr grofld werden und bis zu 5 kg wiegen (Kloppel et a.,
2004). Kleinere Tumore sind noch von ener Kapselstruktur umgeben. Groliere
Neoplasien infiltrieren in der Regel Nachbarstrukturen wie das Nebennierenmark, die
Nieren, die Leber, das Zwerchfell und das Venensystem (Neville et al., 1982).
Einblutungen und Nekrosen kommen haufig vor.

In der Abgrenzung von Adenomen und Karzinomen gilt, dass Tumoren der NNR mit
einem Gewicht Uber 100 g karzinomverdachtig sind (Heitz et al., 2004). Schulick et al.
fanden in einer Studie mit 113 Patienten einen durchschnittlichen Tumordurchmesser
von 14 cm (Werte von 4-25 cm) und ein durchschnittliches Gewicht von 750 g (Werte
von 4-2600 g). Das deutsche NNR-Ca-Register gibt eine durchschnittliche Grof3e bei
Diagnose von 11,5 +/- 4,7 cm an (Patientenzahl = 215; Allolio und Fassnacht, 2006). In
einer Empfehlung der National Institutes of Health von 2002 werden NNR-Tumore, die
groler als 6 cm sind, als malignomverdéachtig angesehen und die Entfernung empfohlen
(NIH State-of-the-Science Statement, 2002).

Wenn die Neoplasien keine Stérungen des endokrinen Systems verursachen, knnen sie
sehr lange unbemerkt bleiben. NNR-Karzinome sind daher oft nur Zufallsbefunde und
befinden sich bei Diagnose bereits in fortgeschrittenen klinischen Stadien, die z.T. nur
palliativ angegangen werden kénnen (Dohna, 2001).
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1.2.6 Mikroskopische Anatomie

Histologisch zeigen die NNR-Ca eine solide Architektur, es kann aber auch ein
pseudoalveoldres oder trabekuldres Wachstumsmuster beobachtet werden. Die
enthaltenen meist sehr weiten sinusoidalen Gefal3e weisen oft Endotheldefekte auf, so
dass die Tumorzellen unmittelbar an den Blutstrom heranreichen und nicht selten
zapfenartige Gefél3einbriiche zu beobachten sind. GrofRere Tumore kdnnen zystische
Veranderungen und Herde dystropher Kalzifizierungen aufweisen (Neville et al., 1982).
Die Tumorzellen sind meist morphologisch nicht mehr eindeutig einer
korrespondierenden Zelle im normalen NNR-Parenchym zuzuordnen (Kl6ppel et a.,
2004). Sie zeigen oft ein lipidarmes Zytoplasma, ohne den typischen kompakten Zellen
der normalen Nebennierenrinde zu entsprechen. Der Zytoplasmasaum ist oft schollig
und schwach eosinophil. Viele Karzinome weisen keine wesentliche Pleomorphie von
Zellen und Zellkernen (Neville et a., 1982) auf und unterscheiden sich daher
zytologisch nicht signifikant von den gutartigen Tumoren. In einigen Fallen kann aber
auch ein ausgepragter Zell-Pleomorphismus mit einem oder mehreren prominenten
Nukleoli vorliegen. Auch mehrkernige Zellformen und Kernteilungsfiguren konnen
dann beobachtet werden (Neville et al., 1982).

Verschiedene Scoringsysteme werden zur Dignitétsbewertung insbesondere
mittelgrof3er Tumore eingesetzt, bel denen die rein morphologische Abgrenzung eines
Adenoms von einem Karzinom nicht gelingt. Im am weltesten verbreiteten System nach
Weiss et a. (1989) werden 9 histopathologische Merkmale erfalét. Das Vorliegen von
drei oder mehr dieser Merkmale korreliert stark mit einem malignen Verlauf der
Erkrankung. Das wichtigste Einzelkriterium der Uberlebens-Prognose ist bislang die
Mitoseaktivitét eines Tumors (Stojadinovic et a., 2002).

Ein ausgedehntes desmoplastisches Stroma mit breiten fibrosen Bandern ist
charakteristisch fir das NNR-Ca. Eine Polymorphie der Zellen, ein diffuses
Wachstumsmuster, Gefél3invasionen und hadmorrhagische Nekrosen der Zellverbéande
sprechen ebenfalls fur ein Karzinom (Allolio und Fassnacht, 2006; Soon et al., 2008).
Beweisend ist ein invasives und organuberschreitendes Wachstum.
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Tabelle 2 (nach Allolio et al., 2002)

Histopathol ogische Kriterien von Nebennierenkarzinomen:

Das Vorhandensein von >3 Kriterien spricht fir eine Malignitat des Tumors.

Breite fibrose Bander

Pleomorphie

- Geféldinvasion - Nukledre Hyperchromasie
- Kapselinvasion - Nukledre Atypien
- Diffuses Wachstumsverhalten - Nekrosen

Abnorme Nukleoli
Eosinophile Zelen (>75% adller

>1 Mitose auf 10 hochaufl6sende
Gesichtsfelder

Tumorzellen)

Die genannten Scoringsysteme konnen wesentlich bel der aus therapeutischer und
prognostischer Sicht sehr wichtigen Beurteilung helfen, ob es sich um en
Nebennierenrindenkarzinom oder en -adenom handelt. Erganzend werden
immunhistochemische Analysen eingesetzt, um zum einen den adrenokortikalen
Ursprung eines Tumors zu kldren und zum anderen einen weiteren Beitrag in der

Dignitétsbewertung zu leisten.

1.2.7 Immunhistochemische Analysen beim NNR-Ca

Der monoklonale Antikdrper D11, Inhibin-a, Melan A (Klon A103), steroidogenic
factor 1 (Ad4BP), Synaptophysin (Komminoth et al., 1995) und Chromogranin A sind
geeignet um den adrenokortikalen Ursprung des Tumors zu belegen oder
auszuschlief3en (Allolio und Fassnacht, 2006; DelLellis et Shin, 2002). Etwa 80% der
NNR-Karzinome zeigen eine positive Farbereaktion fir D11 und Melan A. Ad4BP soll
in fast allen Falen positiv sein (DeLéllis et Shin, 2002). Chromogranin A wird in der
Regel nicht exprimiert (Komminoth et a., 1995). Nach einer Metaanalyse der WHO
“Classification of Tumours of Endocrine organs’ werden in NNR-Karzinomen
Zytokeratine nur selten und dann schwach exprimiert, das epitheliale membranstandige
Antigen (EMA) bleibt negativ, ebenso Chromogranin A, was der verlésslichste Marker

zur Abgrenzung von Nebennierenmarktumoren ist.
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Der Nachweis von mutiertem p53 und eine hohe Proliferationsfraktion, bestimmt als
Ki67-Index, sind haufig beim NNR-Ca zu finden. Laut unvertffentlichten Ergebnissen
des deutschen NNR-Ca-Registers ist eine hohe Expression von Ki67 (> 10%) mit
schlechtem Uberleben assoziiert (Allolio und Fassnacht, 2006). Stojadinovic et al.
(2002) fanden in 36% der NNR-Karzinome einen erhdhten Ki67-Index, aber in keiner
der gesunden Nebennierenproben.

Eine IGF-11-Uberexpression und die Expression von Cyclin E sind moglicherweise
geeignet, um benigne von malignen NNR-L&sionen zu differenzieren (Logie' et al.,
2000; Allolio und Fassnacht, 2006).

Neben der differentialdiagnostischen Abgrenzung und der Dignitétsbewertung kommt
der immunhistochemischen Analyse auch eine wichtige Bedeutung bel der Bestimmung
der Expression von Zielproteinen fur eine spezifische Tumortherapie zu. Bislang liegen
diesbeziigliche Daten aber nur fur wenige Proteine und meist nur an kleinen Fallzahlen
vor. So konnten Saeger et al. (2002) an 17 NNR-Ca eine Uberexpression von Her-2/neu
nicht belegen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression verschiedener maoglicherweise
therapeutisch relevanter Proteine mittels immunhistochemischer Analyse unter
Zuhilfenahme der Tissue Microarray-(TMA)-Technik an einer grof3en Serie von 104
NNR-Ca untersucht und mit der von Nebennierenadenomen und normalem

Nebennierengewebe verglichen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Immunhistologie
2.1.1 Grundlagen
Mit der Immunhistologie (1H) ist es moglich, in Geweben gezielt spezifische Strukturen
farberisch zu markieren. Fur die IH werden enzymbeladene Antikorper (AKk) benutzt,
die an eine spezifische Struktur — ihr passendes Epitop (spezifische Bindungsstelle/
antigene Determinante) — direkt oder indirekt binden (Dalquen et a., 2000). Nach
Zugabe eines Substrats setzt das Enzym das Substrat um und erzeugt einen
Farbniederschlag, wodurch die entsprechende Struktur markiert wird (Welsch, 2006).
Antikorper sind Glykoproteine, die as Abwehrreaktion eines Organismus gegen
einen eingedrungenen Fremdstoff von den Plasmazellen produziert werden. Man
unterscheidet Immunglobuline (Ig) A, D, E, G und M, die im Immunsystem
verschiedene Aufgabengebiete haben. In der IH werden hauptséachlich 1gG verwendet.
Die Immunglobuline bestehen aus zwel schweren H-Ketten (heavy) und zwel leichten
L-Ketten (light). Der Ak kann auch funktionell in ein Fc- (u.a. Bindung an
Zelloberflachen) und zwei Fab-Fragmente (Epitopbindung) geteilt werden (Noll et al.,
2000).

2.1.2 Nachweismethoden

Man unterscheidet die direkte, die indirekte und die doppelt-indirekte
Nachweismethode. Bel der direkten Methode bindet ein konjugierter Ak direkt an das
angebotene Epitop (Welsch, 2006; Noll et al., 2000). Schema:

Abbildung 1 — Dir ekte Nachweismethode

Antigen+ konjugierter Ak+ Substrat= Farbentwicklung

Bei der indirekten Methode ist der Farbkomplex auf einem Sekundarantikorper, der

gegen den Primarantikorper gerichtet ist, zu finden (Dalquen et al., 2000). Schema:

Abbildung 2 — Indir ekte Nachweismethode

Antigen+ Primar-Ak+ Sekundar-Ak+  Substrat= Farbentwicklung

-11-
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Die doppelt indirekte Methode nutzt drei verschiedene Ak, den Primér-Ak, den
Sekundér-Ak und den Tertidr-Ak an den dann das Enzym gekoppelt ist. Schema:

Abbildung 3 — Doppelt-indirekte Nachweismethode

Antigen+  Primar-Ak+ = Sekundar-Ak+ = Tertidr-Ak+ = Substrat= = Farbentwicklung

Die doppelt-indirekte Methode ist indiziert, wenn eine Signalamplifizier ung erwtnscht
ist.

2.1.2.1 Streptavidin-Biotin-K omplex

Streptavidin ist ein Glykoprotein, das aus dem Bakterium Sreptomyces avidinii
gewonnen wird. Es hat vier Bindungsstellen fir das wasserl6sliche Vitamin Biotin. Fur
die ABC-Nachweisreaktion werden drel der vier Bindungsstellen mit Biotin (das
wiederum mit einem Enzym verbunden ist) abgeséttigt. Das Biotin lasst sich gut an den
Brickenantikorper koppeln - man spricht dann von einem biotinylierten Ak. An den
biotinylierten Ak bindet sich dann der (Strept)avidin-Biotin-Enzym-Complex (=ABC)
(Nall et a., 2000). Haufig ist das verwendete Enzym (M eerrettich-)peroxidase.

Abbildung 4 — Streptavidin-Biotin-K omplex

Biotinylierte Enzyme + Streptavidin = ABC-Komplex

¢

NP € A

:
'

2.1.2.2 ABC-Methode (Avidin-Biotin-K omplex)

Hierbel handelt es sich um eine indirekte Methode — sie wird auch as Enzym-Anti-
Enzym-Komplex-Technik bezeichnet (Dalquen et al., 2000). Der unkonjugierte Primar-
Ak wird auf das vorbereitete Préparat gegeben und bindet dort das Antigen.
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Uberschiisse werden mit einer Spillosung (z.B. PBS 0,9% NaCl) entfernt. Dann wird
der konjugierte (=biotinylierte) Bricken-Ak dazugegeben, der gegen den
PrimérantikOrper gerichtet ist. An das Biotin des Brickenantikdrpers bindet die freie
Bindungsstelle des Streptavidin-Biotin-Enzym-Konjugats (=ABC-Komplex). Nach
Substratzugabe erfolgt ein Farbumschlag (Noll et a., 2000).

Schema:

Abbildung 5 — ABC-Methode

o Sreptavidin
_ Biotinylierter o
) Primér- -Biotin Farb-
Antigen+ _ Bricken- Chromogen=
antikorper+ ) -Enzym- umschlag
antikorper+
Komplex+

2.1.2.3 Chromogen

In der vorliegenden Studie wurde 3,3-Diaminobenzidin-Tetrachlorid (DAB) genutzt.
DAB wird von der Peroxidase zu einem braunen Farbprodukt umgesetzt, es ist in
organischen Losungsmitteln unldslich, kann die aufsteigende Alkoholreihe und Xylol
durchlaufen und dann eingedeckt werden (Dalquen et a., 2000).

2.1.3 Reaktionsmuster der immunhistochemischen Farbung

Man unterscheidet eine zytoplasmatische, eine nukledre oder eine membrangebundene
Farbung, je nachdem wo die gesuchten antigenen Strukturen zu finden sind. Zum Tell
findet man auch Kombinationen der Reaktionsmuster (Noll et al., 2000).

2.1.4 Protokoll fur die Immunhistochemie am Tissue-Mikroarray

1. Gewebeentnahme

2. Fixierung mittels phosphatgepufferter Formalinfixierung.
Gebrauchsanwei sung fiir die phosphatgepufferte Formalinfixierung pH 7,4:
- 100 ml 40%iges Formalin
- 6,5 g Natriumphosphat
- 4,0 g Natriumdihydrogenphosphat (monohydrat)
Dies wird mit Aqua dest. auf 1000 ml aufgefillt und der pH-Wert kontrolliert. Ein
Nachteil der Formalinfixierung ist die Quervernetzung von Proteinen, wodurch die

-13-
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Antigenité der Proteine beeintrchtigt und die Bindung des Erstantikdrpers erschwert
oder ganz verhindert wird. Aus diesem Grund muss das Epitop vor der
immunhistochemischen Férbung des Préparates wieder zuganglich gemacht werden
(, Demaskierung*). Dies kann durch ein enzymatisches Verfahren (Trypsin, Protease,
Pepsin, Neuraminidase etc.) und/ oder Uber Hitzedemaskierung (Mikrowelle, Drucktopf
etc.) geschehen (Scott et Nagle, 1998; Sprich, 2006).

3.Herstellen von Paraffinbl 6cken

Nach der Fixierung werden die Proben zum Entwéassern in die aufsteigende
Ethanolreihe Uberfuhrt. Nacheinander werden sie in 70%, 80%, 90% und 100% Ethanol
eingebracht. Damit das Paraffin in das Parenchym diffundieren kann, erfolgt eine Xylol-
Behandlung. Die Temperatur des Paraffins sollte 60°C nicht Uberschreiten. Nachdem
die Paraffinblcke erhértet sind, kann der Tissue-Mikroarray (TMA) hergestellt werden.
4. Herstellung der Tissue-Micro-Arrays (TMA)

Das Prinzip des Gewebe-Mikroarrays besteht darin, sehr viele Gewebeproben auf einen
Objekttrager zu bringen. Dadurch kdnnen verschiedene Patientenfélle mit gleicher

Erkrankung in einem

Tumor area Kenithed
Farbeschritt  gefarbt  und and marked on slide
mitelnander verglichen A [
werden. Die ausgewahliten =TT
Falle werden in Paraffin 3
] H| 3
engebettet  und - darauis lﬂ-* MICROARRAY
Stanzen angefertigt. h\ ASSEMBLY |}
Entscheidend ist die genaue ' W Edl
Dokumentation der B [
Anordnung, damit die
Proben spater auch sicher E

den richtigen Falen
zugeordnet werden kénnen. Abbildung 6 — Prinzip des Microtissue-Arrays (Mucci et al., 2000)

Um eine gewisse Mittelung der Ergebnisse zu gewéhrleisten, werden von jedem Fall
mehrere Stanzen aufgebracht. In dieser Studie wurden je funf Stanzen pro Fall
angefertigt. Um histologisch reprasentative Ausschnitte des Tumors zu erfassen, muss

die Position der Stanzen anhand eines HE-Schnittes sorgféltig gewéhlt werden
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(mdglichst wenig Bindegewebe und Nekrosen und viele Tumorzellen). Der ausgewahlte
Bereich wird im Schnitt und dann am Block markiert und aus diesem werden dann die
Stanzen mit Hilfe eines Tissue Punchers (Beecher Instruments) [Prinzip siehe Abb.6],
entnommen und in ein gleich grof3es Loch im Empfangerblock eingebracht (Mucci et
al., 2000). Abschliefiend wird der Array 5 min bei 60°C erwdrmt um die Oberflache zu
glatten und die eingebrachten Proben im Empféngerblock zu verankern.

Die beiden NNR-Tissue Microarrays beinhaten Gewebeproben (5 Stanzen pro Fall)
von 104 NNR-Karzinomen, jeweils 5 NNR-Adenomen mit Conn-Syndrom, bzw. mit
Cushing-Syndrom, 5 inaktiven NNR-Adenomen und 5 gesunden Nebennieren.

5. Schneiden der Préparate mit einem Mikrotom (ca. 3-5 um dinn), Ubertragen auf

einen silanisierten Objekttrager und Uber Nacht trocknen lassen um einen guten Halt auf
dem Objekttrager — v.a. fur die spétere Hitzedemaskierung und Farbung — sicher zu
stellen.

6. Préparate entparaffinieren und rehydrieren tber Xylol (20 min) und die absteigende
Alkoholreihe (100%, 90%, 80%, 70% Ethanol). Mit Aqua dest. und mehrmals mit
Puffer (PBS) spilen.

7. Demaskierung der Objekte

a) Citronensaure (CS): 42 g Citronensaure; 20,9 g NaOH-Plétzchen; 10 | Aqua dest.; der
pH-Wert wird mit NaOH eingestellt. Die Praparate werden in heif3er CS in den

Dampfdrucktopf eingesetzt und fir etwa 20 min gekocht.

b) Proteinase K: EGFR wird mittels enzymatischer Andauung demaskiert.

8. Féarben

Alle Farbungen auler EGFR, das per Hand geblockt und geférbt wird, werden im
Automaten bei Raumtemperatur gefarbt.

a) EGFR-Farbung [EGFR pharmDx™ Kit fiir den manuellen Gebrauch, Code K1492]
(Dako, Package Insert)

Das Restwasser wird moglichst vollstandig entfernt. Das Préparat wird fur 5 min mit
mind. 3 Tropfen (~100 ul) Proteinase-K-Ldsung eingedeckt. Mit Aqua dest. spilen, 5
min in ein Bad mit destilliertem Wasser einlegen.
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3 Tropfen (~100 ul) Peroxidase-Block (= 3% H»0,) fur 5 min auf das Objekt geben. Mit
Puffer spllen und 5 min ins Puffer-Bad stellen.

Puffer abschitteln und abwischen. Den Objekttréger mit dem Primér-Ak eindecken
(mind. 100 pl/ 3 Tropfen) und 30 min abgedeckt inkubieren. Mit Puffer spulen.

M eerrettichperoxidase zur Farbverstérkung). Puffer abschitteln und abwischen. Der
Objekttrager wird mit der Polymer-L6sung (mind. 100 pl/ 3 Tropfen) beschichtet und
fir 30 min abgedeckt inkubiert. Mit Puffer spilen.

Puffer abschiitteln und abwischen. Das Praparat wird mit der Ldsung bedeckt (mind.
100 pl/ 3 Tropfen) und 10 min inkubiert. Mit Aqua dest. spulen, 2-5 min in Aqua dest.
Bad einlegen.

b) Farbeverfahren der restlichen Antikorper

Die Préparate wurden mit dem Histostain™-Plus® Kit von Zymed® im Autostainer
geférbt.

Das Blocking Reagenz besteht aus Methanol und H>O, und wird fir 15 min appliziert.
Mehrmals mit PBS pH 7,4 spulen.

Der Ak wird fur eine Stunde auf dem Praparat belassen, dann wird er mit PBS pH 7,4
sorgfaltig abgesplilt.

Der biotinylierte Ak wird nach 20 min Einwirkzeit mit ausreichend PBS pH 7,4
abgewaschen.

Die gebrauchsfertige Losung mit Streptavidin-Peroxidase-Konjugat verbleibt fir 20 min
auf dem Objekttrager und wird dann mit gentigend PBS pH 7,4 abgesplilt.
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Die eigentliche Farbung erfolgt nach Zugabe des DAB, welches 10 min einwirkt und
danach mit Puffer (PBS pH 7,4) abgespult wird.

9. Eindecken der Objekttrager

Nach dem Farben werden die Praparate gewassert und in die aufsteigende Alkoholreihe

Uberfihrt, damit sie anschlief3end mit Folie eingedeckt werden kénnen.

2.2 Beschreibung der verwendeten Antikor per

2.2.1 Hamalaun-Eosin-Féarbung

Reaktionsmuster: HE farbt Zytoplasma und Zellkerne.

Hamalaun-Eosin (HE) ist eine Standardférbung der Pathologie und wird meist genutzt
um sich einen ersten Uberblick tiber das Gewebe und dessen Zustand zu verschaffen.
Die HE-geféarbten Schnitte sind fur die Herstellung der Tissue-Mikroarrays essentiell.
Hamalaun [ein Farblack aus Hamatoxylin u. Alaun] ist ein saurer, blauer Farbstoff und
bindet aufgrund ionischer Wechselwirkungen an basische Zellstrukturen (raues
endoplasmatisches Retikulum, freie Ribosomen, basische Gruppen der DNA und RNA)
(Pschyrembel, 2001). Eosin ist ein basischer, roter Farbstoff und wechselwirkt mit
sauren Gruppen, die vor dlem be extrazellul&ren und auch be einigen
zytoplasmatischen Proteinen zu finden sind. Somit erscheinen bei der HE-Farbung der
Zellkern blau und das Zytoplasma blassrot (M iller-Hermelink, 2004).

Alle verwendeten Préparate wurden nach der jewelligen Farbung mit Hamalaun
gegengefarbt.

2.2.2 Rezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivitat
2.2.2.1CD117 (OMIM: *164920)

[Synonym: C-kit, v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline Abblldung7-f:D117 ©)

sarcoma viral oncogene homolog, mast/stem cell ;_Ezi > L% e AL - e
growth factor receptor precursor, proto-oncogene .'. : £ :" Bt
tyrosine-protein kinase kit, SCFR] : ,1-' " e 4 > .,:" s ®
Firma: Dako / Verdiinnung des Aks: 1:400 / e ~ ”:“: . :
Demaskierung: Target (mod. Zitratpuffer) ‘ e e
Reaktionsmuster: ~ CD117  zeigt  eine =* Seccibana el sowts

zytoplasmatische Anférbung.
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Beurteilung: Die Zytoplasmafarbung wird nach folgender Einteilung beurteilt:

Zytoplasmaféarbung (= Wert):

0—Keine Farbung; 1 — Schwach positiv; 2 — Stark positiv

C-kit ist ein Protoonkogen und zeigt Tyrosinkinase-Aktivitét. Es ist ein wichtiger

Regulator des  Zellwachstums
(Funasaka et al., 1992; Petri, 2006).
Seine dauerhafte Aktivierung in
Folge von genetischen Mutationen
ist ua de Ursache fur die
Entstehung von bestimmten
Weichgewebstumoren. Der
Nachweis  von CD117 in
gastrointestinalen  Stromatumoren
(GIST) wird seit einiger Zeit in der
Diagnostik  genutzt und das

Medikament Imatinib (Gleevec / STI571) (Shchemelinin et a., 2006), das ein potenter
Antagonist des CD117-Rezeptors ist, wird in grofRangelegten Studien erprobt
(Gumurdulu et a., 2007; Hohenberger et a., 2003; Gross et al., 2006). Be
verschiedenen anderen Krankheitsbildern wird der Einfluss von C-Kit erforscht
(Matsuda et a., 1993). Fur das NNR-Ca liegen bislang keine entsprechenden Studien

Vvor.

2.2.2.2 EGFR (OMIM: *131550)
[Synonym: epidermal growth factor
receptor, receptor tyrosine-protein
kinase ErbB-1; HER-1; V-ERB-B]
Genlokus: 7p12.3-p12.1

Firma: Dako (K1492) /
Demaskierung: Proteinase K
Reaktionsmuster: EGFR zeigt eine
membranstandige Anfarbung.

Beurteilung: In die Beurteilung
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fliel3en die Stérke der Anférbung und das Ausmal3 der Membrananfarbung mit ein.

Membranféarbung (= Wert):

0 — Keine Anférbung, bzw. weniger als 10% der Zellen

1 — Inkomplette Membranféarbung (unvollstandig), mehr als 10% der Zellen
2 — Durchgehende Membranfarbung, méldig angefarbt, mehr als 10% der Zellen

. 5
o R R 2

Abbildung 10 - EGFR (1+)

3 — Durchgehende Membranfarbung,
stark angeféarbt, mehr als 10% der
Zéllen

Der Epidermal  Growth  Factor
Rezeptor ist ein Mitglied einer
Familie von vier strukturell &hnlichen
Glykoproteinen, die as ,Typ-l
Rezeptoren“  bezeichnet  werden
(Agrawal et a., 2005). Zu diesen
auch erbB-Familie  genannten
Rezeptoren gehdren noch

HER2/erbB2 oder neu, HER3/erbB3 und HER4/erbB4. HER1 zeigt Tyrosinkinase-
Aktivitat und wird auf dem Chromosom 7p12.3-p12.1 codiert, dessen Produkt ist ein
170-kDa Protein. Der Ligand des HER1, der Epidermal Growth Factor, ist ein
pluripotenter Wachstumsfaktor (Shchemelinin et a. (I1), 2006), der das Wachstum und

die Steroidproduktion von NNR-
Zellen stimuliert (Doi et a., 2001,
Zhou et d. 2006), zudem
beeinflusst er auch die
Angiogenese in Tumoren (Emmett
und Foster, 1998). EGFR findet
sich in einer Vielzahl gesunder
Zéellen, ua in Muskelzelen,
Fibroblasten, Nervenzellen und
verschiedenen Epithelzellen. In

verschiedenen Tumoren it er

Uberexprimiert, wie beispielsweise in malignen Tumoren des Kopf-/Halsbereiches, von
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Lunge, Pankreas, Blase und Mamma.
(Viloria-Petit und Rengfio-Calzado,
2005) Fur EGFR existiert ein
selektiver Tyrosinkinase Inhibitor
mit dem Namen Tyrphostin

(AG1478) wund en  chimérer
Antikorper gegen EGFR mit dem
Namen Cetuximab (Zhou et al.,
2006; Sharkey und Goldenberg,
2006), der zu den ersten dieser neuen
Préparategeneration z&hlt (Shchemelinin et al., 2006).

2.2.2.3 Her-2/neu (OMIM: *164870)
[Synonym: ErbB-2; tyrosine kinasetype cell surface receptor HER2, v-erb-b2 avian
erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, TKR1, c-erb B2, HER2]
Firma: Dako / Verdinnung des Aks:
1:400 / Demaskierung: CS
Abbildung 13 - Her-2/neu (-) Reaktionsmuster: Her-2/neu zeigt
e S NN @7 TS eine membranstandige Anfarbung.
L gl Beurteilung: In die Beurteilung
gehen das Ausmal3 der
Membrananfarbung und die Stéarke
der Anférbung mit ein.

Membranféarbung (= Wert):
0 — Keine Anférbung, bzw. weniger
als 10% der Zellen
1 — Inkomplette Membranfarbung (unvollstandig), mehr als 10% der Zellen
2 — Durchgehende Membranfarbung, méldig angefarbt, mehr als 10% der Zellen
3 — Durchgehende Membranféarbung, stark angefarbt, mehr als 10% der Zellen
Das Her-2/neu Molekil ist ein Wachstumsfaktor-Rezeptor. Es ist ein weiteres Mitglied
der , Typ-1-Rezeptor-Familie und weist ebenfalls Tyrosinkinase-Aktivitat auf (Agrawal
et a., 2005). Wie EGFR findet sich Her-2/neu in einer Vielzahl gesunder Zellen, u.a. in
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