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1. Einleitung

1.1 Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

Die endogene Cortisolsekretion des Menschen unterliegt unter physiologischen
Bedingungen der Regulation des hypothalamisch-hypophysaren-
adrenokortikalen Regelkreises (Abbildung (Abb.)1). Die Achse ist eine interaktive
neuroendokrine Einheit, die ihre Schllsselrolle in der Regulation der basalen

Cortisol-Homoostase und in der Antwort des Korpers auf Stress hat.’

Die durch das zentrale Nervensystem bedingte Sekretion des Corticotropin-
Releasing-Hormons (CRH) aus dem Hypothalamus stimuliert in der
Adenohypophyse die Ausschittung des Adrenocorticotropen Hormons (ACTH)
aus den corticotropen Zellen. Die Aktivitat der CRH Neuronen im Hypothalamus
wird durch einen circadianen Rhythmus und durch Stress beeinflusst. Viele
hypothalamische Neurone, die CRH synthetisieren, synthetisieren zudem Arginin
Vasopressin (AVP). Es wird angenommen, dass eine erhéhte AVP Freisetzung
aus den hypophysiotropischen Nerven zusammen mit CRH fir die vollstandige
ACTH-Antwort notwendig ist. CRH und AVP gelangen Uuber die portalen
Blutgefalte in die anteriore Hypophyse wo sie die corticotropen Zellen
stimulieren.” CRH bindet dort an den G-Protein gekoppelten Rezeptor (CRHR1)
auf der Zelloberflache und aktiviert das stimulierende G-Protein der Alpha
Untereinheit, welches mittels des zyklischen Adenosinmonophosphats (CAMP)
und der Proteinkinase A die intrazellulare Signalkaskade initiiert.23 Das letzte
Stadium der Signalkaskade ist die Transkription des Proopiomelanocortin Gens
(POMC) sowie die ACTH Freisetzung. POMC ist ein Vorlauferpolypeptid, welches
unter anderem in das Peptidhormon ACTH gespalten wird. ACTH bindet an den
Melanocortin 2-Rezeptor (MC2R) an der Oberflache der adrenokortikalen Zellen
in der Zona fasciculata der Nebennierenrinde und stimuliert dort die
Steroidgenese.*

Das Endprodukt, Cortisol, wird dann in die Zirkulation freigesetzt und reguliert die
hypothalamisch-hypophysare Achse mit einem negativen

Feedbackmechanismus durch die Typ 2 Glukokortikoid-Rezeptoren (GR) in der
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Hypophyse und im Hypothalamus.® Der GR/ Cortisol Komplex transloziert vom
Zytoplasma in den Nukleus und bindet dort an regulatorische Einheiten und
inhibiert somit die Synthese von POMC, der CRH und AVP mRNA und reduziert
somit letztendlich die ACTH-Sekretion.%’

Hypothalamus:

Corticotropin-Releasing
Hormon

+ @

Hypophyse:
Adrenocorticotrophes
Hormon

+ ¥ =
Nebennierenrinde:
Cortisol

Abb. 1: Regulation der Cortisol-Produktion in der Nebennierenrinde durch Hypothalamus

und Hypophyse (+ stimuliert die Ausschiittung; - inhibiert die Ausschiittung)

1.2 Cushing Syndrom: Klassifikation

Das Cushing-Syndrom wird durch erhdhte zirkulierende Cortisolspiegel
verursacht. Wahrend das exogene Cushing-Syndrom  durch die
Langzeiteinnahme von Kortikosteroiden und sehr selten auch durch die Gabe
von ACTH bedingt ist, zeichnet sich das endogene Cushing-Syndrom durch eine
pathologische korpereigene erhdhte Produktion von Cortisol aus und kann in
ACTH-abhangig und ACTH-unabhangig klassifiziert werden (Abb.2).8

ACTH-abhangige Cushing-Syndrome sind mit 80-85% fur die Mehrheit der Falle
verantwortlich. Davon haben 75-80% ihre Ursache zentral in ACTH-
sezernierenden Hypophysenadenomen. Diese gutartigen Tumore flihren zu einer
Uberproduktion von ACTH. ACTH stimuliert konsekutiv die Hormonproduktion in
der Nebennierenrinde und hat einen Anstieg von Cortisol im Blut zur Folge.
Neben den Hypophysenadenomen kénnen die Ursachen der Uberproduktion von
ACTH bei 15-20% auch in anderen Organen, wie bei dem ektopen Cushing-
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Syndrom liegen.®'® Hierzu zahlen paraneoplastische Syndrome oder
neuroendokrine Tumore. Ein sehr geringer Anteil ist zudem auf CRH-
produzierende Tumore zuriickzufiihren.'-13

Das ACTH-unabhangige adrenale Cushing-Syndrom macht lediglich 15-20% des
endogenen Cushing-Syndroms aus.®'* Ursé&chlich sind hier in den meisten Falle
Tumore der Nebennierenrinde, welche zu 90% unilaterale Tumore sind und in
80% der Falle als gutartig eingestuft werden.'® Seltenere adrenale Ursachen sind
die makronodulare adrenale Hyperplasie, der Carney’ s Komplex und das
McCune-Albright Syndrom.®16.17
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Abb. 2: Klassifikation des Cushing-Syndroms

1.3 Morbus Cushing

1.3.1 Allgemeines

Der Begriff Morbus Cushing (MC) wird eigens fur ACTH-sezernierende
Hypophysenadenome und dem daraus resultierenden Hypercortisolismus
verwendet.”®> Von allen Hypophysenadenomen, reprasentieren ACTH-
produzierende Adenome 10-12%.'"® MC wurde erstmals 1932 von dem
Neurochirurgen Harvey Cushing beschrieben. Er war auch der Pionier der
transsphenoidalen operativen Entfernung des zugrundeliegenden
Hypophysenadenoms.'® Die meisten corticotropen Adenome sind sporadische
isolierte Tumore aus monoklonalen Zellpopulationen.?%2" |hre GroRe ist flr

gewohnlich eher klein; 80% der Patienten leiden an einem Mikroadenom (<10
3



mm).?? Eine Tumorinvasion liegt in 13-25% der Falle vor und zeigt ein gehauftes
Vorkommen in Patienten mit dem Nelson Syndrom, welches seine Ursache in der
bilateralen Adrenalektomie bei Cushing Syndrom hat und die Gefahr eines

aggressiven Hypophysentumors mit sich bringt.2324

1.3.2 Epidemiologie und Mortalitét

MC ist mit einer Inzidenz von 0,7-2,4 pro Millionen Einwohner pro Jahr eine
seltene, aber lebensbedrohliche Erkrankung. Die Mortalitat liegt bei fast 4% mit
der hochsten Sterberate im ersten Jahr nach der Diagnose.® 2526, 27

Obwonhl die populations-basierten Studien eine geringe Inzidenz des endogenen
Cushing-Syndroms aufzeigen, lassen mehrere Beurteilungen von Patienten mit
unkontrolliertem Diabetes Mellitus oder Hypertension eine weitaus hohere Zahl
vermuten.?8-30 MC wird haufig 3-6 Jahre nach Krankheitsbeginn diagnostiziert.
Der typische MC Patient ist weiblich (Ratio Frauen/ Manner: 9: 1) und im Alter

von 50-60 Jahren.18:31

1.3.3 Klinisches Bild

Bei Diagnosestellung haben tber 50% der Patienten mit MC ein Hypophysen-
Mikroadenom mit einem Diameter von <5mm. Nur 10% der Adenome Uben durch
eine Tumorkompression einen Effekt auf das umliegende zerebrale Gewebe
aus.®? Durch das verdrangende Wachstum kdnnen sich Hypophysentumore
beispielsweise durch Gesichtsfeldausfalle wie die bitemporale Hemianopsie und
haufig auch durch Kopfschmerzen &uf3ern. Auch Hirnnervendefekte, eine
Unterfunktion der Hypophyse sowie eine Ischamie der Hypophyse kdnnen
entstehen.®® Die Hauptsymptomatik der Patienten resultiert jedoch aus der
chronischen Glukokortikoidaussetzung des Gewebes.'® Die Patienten leiden
haufig unter Gewichtszunahme, Stammfettsucht, arterieller Hypertension,
proximalen Myopathien, Hautatrophie, Diabetes Mellitus und Osteoporose.18:22.34
Frauen leiden zudem unter Menstruationsstorungen, Hirsutismus und
Virilismus.3>36 Die Lebensqualitat der Patienten ist deutlich eingeschrankt und

psychiatrische Krankheiten wie Depressionen, Angststérungen und kognitive
4



Dysfunktionen sind keine Seltenheit.3” Die mit MC assoziierten Todesfalle
resultieren in der Mehrheit der Falle aus kardiovaskuldren und metabolischen

Komplikationen, venésen Thrombosen sowie Infektionen.?6 38-41

1.3.4 Diagnostik

Besteht der klinische Verdacht auf MC, so wird zunachst einer von vier moglichen
Screening Tests auf Hypercortisolismus durchgeflhrt. Hierzu gehoéren die
Messung des freien Cortisols im 24-Stunden Urin, die Cortisolbestimmung im
Speichel um Mitternacht, der 1mg Dexamethason-Hemmtest (DHT) oder ein
langerer niedrigdosierter DHT.#? Die Diagnose gilt als bestatigt, wenn zwei der
Screeningtests positiv sind.** Um die pathologische Veranderung zu lokalisieren,
sind weitere Tests zur Bestatigung sowie bildgebende Verfahren notwendig.

Es werden die Serumspiegel von ACTH bestimmt um den ACTH-abhangigen von
dem ACTH-unabhéngigen Hypercortisolismus zu differenzieren.? Ein CRH-Test
wird durchgefihrt, um einen MC von einer ektopen ACTH-Ausschittung
abzugrenzen. Alternativ. kann  ein  hochdosierter DHT oder eine
Magnetresonanztomographie (MRT) der Sella mit Kontrastmittel angewandt
werden.3! 44 85-87% der Patienten mit einem im MRT identifizierten Adenom,
weisen ein Mikroadenom mit einem Diameter von <10mm auf, die Ubrigen 13-
15% sind Makroadenome.?345 Das MRT kann in bis zu 40% der Falle des MC
trotz Vorhandenseins eines Mikroadenoms unauffallig sein.*® Wenn die
biochemischen und anatomischen Untersuchungen nicht verlasslich zwischen
einem MC und einer ektopen ACTH-Produktion unterscheiden kénnen, wird das
Bilaterale Inferiore Petrosal Sinus Sampling (BIPSS) als Goldstandard mit einer
Sensitivitat und Spezifitat von je nahezu 94% in der Diagnostik des MC

angewendet. 3147, 48-50

1.3.5 Therapien und ihre Grenzen

1.3.5.1 Transsphenoidale Resektion

Die transsphenoidale Resektion des Adenoms ist fur Patienten mit ACTH-

Adenomen der Goldstandard und zeigt gute Ergebnisse sowie ein geringes
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operatives Risiko.5'-53 Sie ist weniger erfolgreich in Patienten mit nicht sichtbaren
Tumoren sowie Makroadenomen.> Die Remissionsraten nach der Resektion
liegen zwischen 65-90% bei Mikroadenomen und > 65% bei Makroadenomen und
sind abhangig von der TumorgroRe und der Invasivitdt in umliegendes
Gewebe 515560 Postoperative Rezidive konnten bislang in 3-47% beobachtet
werden und traten im Durchschnitt nach 16-49 Monaten auf.' Die Rezidivrate
bei Mikroadenomen nach transsphenoidaler Resektion liegt zwischen 5-10% in
den ersten 5 Jahren nach der Operation und bei 10-20% ab 10 Jahren
postoperativ. Makroadenome haben eine weitaus hohere Rezidivrate von 12-
45%.18

1.3.5.2 Radiotherapie

Die Radiotherapie wird angewandt, wenn der Hypercortisolismus nach der

chirurgischen Resektion weiter fortbesteht oder Kontraindikationen fur eine
Operation vorliegen. Die konventionelle, fraktionierte Bestrahlung ist sehr
effektiv; eine begleitende medikamentdse Therapie bis zum eintretenden Effekt
der Radiotherapie kann jedoch nétig sein.®? Die stereotaktische Radiochirurgie
erzielt schneller ihren Effekt und weist eine exzellente Tumorkontrolle auf.
Unabhangig von der Methode der Radiotherapie, ist die Gefahr eines Rezidivs
gegeben und die Patienten haben ein hohes Risiko eine langfristige

Hypophysenunterfunktion zu entwickeln.®3

1.3.5.3 Medikamentbse Therapie

Die medikamentose Therapie wird bei Patienten eingesetzt, die zur chirurgischen
Resektion geplant sind, die Kontraindikationen fur die Operation aufweisen, bei
denen die Resektion nicht erfolgreich war oder bei denen die Effekte der
Radiotherapie abgewartet werden mussen. Der medikamentdse Therapieansatz
ist aktuell noch limitiert und auf wenige Medikamente beschrankt.®4 In den letzten
Jahren hat das Gebiet der medikamentdsen Therapie jedoch signifikant an
Aufmerksamkeit gewonnen und viele Reviews wurden verfasst, um den
fortlaufenden Entwicklungen nachzukommen. Aus dem pathophysiologischen
Blickwinkel sind die Medikamente im Wesentlichen auf vier potenzielle Ziele
fokussiert: (1) Reduktion der Uberproduktion von ACTH aus corticotropen Zellen

(2) Blockade der ACTHR Bindung in der Nebennierenrinde, (3) Inhibition der
6



Steroidgenese und (4) Blockade der GR Bindung im peripheren Gewebe. Allen
bisher klinisch angewandten Medikamenten ist gemeinsam, dass sie ein hohes
Risiko der Uberbehandlung sowie der adrenalen Insuffizienz bergen. Die
Medikamente fuhren nicht selten zu Nebenwirkungen und sind in ihrer Effizienz
sehr limitiert.? Ein Review von 2018 stellte die neusten aussichtsreichen
Entwicklungen der medikamentésen Therapie des MC dar. Durch die
Entdeckung der Uberexpression des Hitzeschockproteins 90 (HSP90) in
corticotropen Adenomen, soll aktuell mit dem HSP90 Inhibitor Silibinin eine sehr
vielversprechende, nicht-invasive Behandlungsmethode in klinischen Studien
getestet werden.%% 67 Weitere pharmakologische Optionen, die den Zellzyklus
und die Signaltransduktion als Angriffsziel haben, sind Inhibitoren der Histon-
Deacetylase sowie Kinase Inhibitoren. In praklinischen Studien werden diese
aktuell hinsichtlich ihrer Effizienz und Nebenwirkungen getestet.5¢

Ein besseres Verstandnis der molekularen Pathogenese des MC ist dringend
erforderlich, um optimierte pharmakologische Optionen und somit langfristig eine

bessere Therapiekontrolle zu erzielen.%?

1.3.5.4 Bilaterale Adrenalektomie

Wenn alle anderen Therapiemdglichkeiten versagen, wird die definitive

Behandlungsoption der bilateralen Adrenalektomie in Betracht gezogen.%8
Diese fuhrt rasch zu einer Reduzierung des Cortisolspiegels und den assoziierten
Morbiditaten. Eine lebenslange Substitution von Glukokortikoiden und
Mineralkortikoiden werden diese Patienten jedoch ihr Leben lang bendtigen.
Weiterhin birgt die beidseitige Adrenalektomie fir einen Teil der Patienten die
Gefahr des Nelsons Syndroms, ein potenziell aggressiver Hypophysentumor der
ACTH produziert und eine Hyperpigmentation verursacht.®®

1.3.6 Molekulare Pathogenese

1.3.6.1 Allgemeine Tumorgenese

Die molekulare Pathogenese des MC ist seit seiner Erstbeschreibung nur

unzureichend verstanden worden. Ein Ansatzpunkt zur Ergrindung der Ursache



war es, mogliche Veranderungen in bereits bekannten Prozessen der Zellteilung
und Zellproliferation, zu finden.
Die chromosomale Instabilitat wird u.a. als Kennzeichen der Tumorgenese
gesehen. Das Pituitary Transforming Gen (PTTG) kodiert Securin, dass die
Teilung von Schwesterchromatiden in der Metaphase reguliert und sich in
Hypophysenadenomen und MC Uberexprimiert zeigte sowie mit einer erhdhten
Tumoraggressivitat assoziiert ist.”°
Weiterhin liel3 sich in corticotropen Adenomen eine Verminderung des Cyclin-
abhangigen-Kinase Inhibitors (CDKI) P27/Kip1 7-73, sowie eine Uberexpression
verschiedener Cycline, insbesondere Cyclin E, nachweisen.”*’> P27/Kip1 spielt
neben seiner Funktion als CDKI die Rolle eines Tumorsuppressor-Gens und ist
an der Zelldifferenzierung beteiligt. P27/Kip1 bindet an Cyclin E-CDK2 oder
Cyclin D-CDK4 Komplexe, verhindert deren Aktivierung und kontrolliert somit den
Zellzyklus bei G1 und hat als Hauptfunktion, die Zellteilung zu stoppen oder zu
verlangsamen.” Die Verminderung von P27/Kip1 in corticotropen Adenomen
konnte daher im Sinne einer gesteigerten proliferativen Aktivitat zu einer
Neoplasie beitragen. Die Ursache fur die Herabregulation von P27/Kip1 ist
bislang noch unbekannt.”®
Auch Wachstumsfaktoren sowie ihre Rezeptoren spielen eine Rolle in der
Tumorgenese. Eine relevante Beobachtung ist die erhdohte Expression des
Epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)-Rezeptors (EGFR) in
Hypophysenadenomen. Nach der Bindung von EGF, induziert EGFR
intrazellulare Signalkaskaden und stimuliert die Zellproliferation, die POMC
Transkription und die ACTH Sekretion in corticotropen Zellen. EGFR ist bereits
seit vielen Jahren flir seinen allgemeinen stimulierenden Effekt in der
hypothalamisch-hypophysaren Achse bekannt.””-’® Es konnte zudem gezeigt
werden, dass die EGFR Expression bei Hypophysenadenomen vor allem gehauft
(85%) in corticotropen Tumoren zu finden ist.”® Die Uberexpression ist mit
gréReren Tumoren sowie mit einem MC, der mdglicherweise mit EGFR
Inhibitoren kontrolliert werden konnte, assoziiert. Primare Zellkulturen eines
resezierten humanen corticotropen Adenoms wurden mit dem EGFR Inhibitor
Gefitinib behandelt und zeigten eine dosisabhangige Suppression der POMC
8



mRNA und der ACTH-Spiegel.® Das zeigt deutlich den potenziellen Nutzen einer
medikamentdsen Therapie mit EGFR als Angriffspunkt.80

Eine weitere neue relevante Beobachtung ist die Herabregulation des CDK5 und
ABL Enzym Substrats 1 (CABLES1). CABLES 1 ist ein Tumorsuppressor, der
durch eine Inaktivierung mehrerer CDKs den Zellzyklus reguliert. Seine
Immunreaktivitat zeigt sich in Uber der Halfte der untersuchten MC Tumore stark
herunterreguliert und korreliert mit einer Verminderung von p27/Kip1.8" Die
Funktion von CABLES1 konnte zwei der bereits bekannten veranderten
molekularen Hauptmechanismen des MC verbinden. Die CDKs und Cycline aus
der Gruppe der Zellzyklusregulatoren und den EGFR Signalweg.®?

Weitere mdgliche Ausloser fur die Tumorentstehung werden u.a. in einer
Fehlregulation von intrazelluldren Signalkaskaden®3, in einer Fehlexpression
verschiedener Entwicklungsfaktoren®85 sowie in den nicht kodierenden RNA
Transkripts, den microRNAS 86 vermutet. Auch Zytokine und ihre Rezeptoren, wie
z.B. das Interleukin 6 und der Leukaemia Inhibitory Factor stimulieren die ACTH
Sekretion sowie die Genexpression von POMC in corticotropen Zellkulturen und
kdnnten somit einen moglichen Effekt auf die Tumorprogression haben.8-°
1.3.6.2 POMC Requlation

Die Transkription von POMC wird durch eine Stimulation des Hypothalamus

mittels CRH und Vasopressin, einem Arginin Vasopressin-Rezeptor Agonist,
getriggert.! In corticotropen Tumoren konnte sich eine erhchte Expression der
verschiedenen AVPR sowie des CRHR1 demonstrieren lassen.%?°3 Corticotrope
Tumore exprimieren AVPR1a (oder V1R), AVPR1b (oder V3R) und AVPR2 (oder
V2R). Kurzlich konnte gezeigt werden, dass AVPR1b die grote Rolle unter den
Rezeptoren hinsichtlich der ACTH-Stimulation spielt und hohe Expressionen
demnach eine Schisselrolle in der Uberproduktion von ACTH spielen kénnten.%
Diese Erkenntnis konnte spezifische VR1b Antagonisten wie SSR149415
maoglicherweise nitzlich in der Therapie von MC machen.®® Die Ursache der
erhdhten Expression ist jedoch bisher unklar und es konnten keine Mutationen in
dem fur AVPR1b kodierenden Gen gefunden werden.%6:97

Die ACTH Synthese ist neben CRH und Vasopressin auch durch eine ACTHR
Ruckkopplung mittels ACTH reguliert. ACTHR zeigt sich in 70% der corticotropen
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Adenome herabreguliert und der Verlust der Expression kdnnte demnach eine
Rolle hinsichtlich der Resistenz gegen das Feedback der hypothalamisch-
hypophyséaren Achse spielen. Interessanterweise ergaben jedoch diagnostische
praoperative ACTH-Messungen einen niedrigeren ACTH Spiegel in ACTHR
positiven Adenomen als in solchen mit herabreguliertem ACTHR. Da es keine
bisher entdeckten Gendefekte gibt, wurde angenommen, dass die
Herabregulation von ACTHR bei MC vielmehr eine Konsequenz der Erkrankung
ist als die eigentliche Ursache.®®

Die POMC Regulation ist weiterhin durch verschiedene Transkriptionsfaktoren
bedingt zu denen als nennenswertes Beispiel der Transkriptionsfaktor Nuclear
Testicular Orphan-Rezeptor 4 (TR4) gilt, welcher in der gesunden Hypophyse
fast ausschlief3lich im Zytosol der corticotropen Zellen exprimiert ist. In ACTH-
sezernierenden Adenomen wird er jedoch auch gehéauft im Zellkern beobachtet.
TR4 bindet an den POMC Promotor, stimuliert seine Transkription und seine
Uberexpression in corticotropen Adenomen zeigte in vitro eine dosisabhangige
erhohte POMC Transkription und ACTH Sekretion. In vivo konnte ein positiver
Einfluss der TR4 Expression auf das Tumorwachstum beobachtet werden.®® TR4
konnte daher als interessantes Angriffsziel fur die pharmakologische
Therapiekontrolle des MC dienen. TR4 spielt durch seine Interaktion mit dem GR
zudem eine Rolle in der Glukokortikoid-induzierten POMC Suppression. Es
konnte gezeigt werden, dass die negative Regulation des GR auf die POMC
Transkription und ACTH Sekretion durch eine Interaktion mit TR4 Uberwindet
werden konnte, was darauf hinweisen lasst, dass TR4 die Resistenz gegen das

negative glukokortikoide Feedback fordert.100

1.3.6.3 Glukokortikoidresistenz

Eine bekannte Eigenschaft der corticotropen Tumore ist die Aufhebung des
inhibitorischen Feedbacks der Glukokortikoide auf die hypothalamisch-
hypophysére Achse. Die molekularen Ursachen, die zu der Resistenz gegen
Glukokortikoide sowie zum Tumorwachstum fiihren, sind jedoch noch
weitestgehend ungeklart. Eine Studie, die in corticotropen Adenomen nach
maoglichen Mutationen und Polymorphismen des GR suchte, konnte zeigen, dass

genetische Veranderungen in dem fur den GR kodierenden Gen NR3C1 sehr
10



selten sind und es unwahrscheinlich ist, dass diese zur einer
Glukokortikoidresistenz fuhren. Allerdings kdnnten Polymorphismen im NR3C1

Gen flr einen selektiven Vorteil in der Tumorgenese verantwortlich sein.101.102

Ein deregulierter Cortisol-Metabolismus konnte ebenfalls eine Rolle in der
Resistenzbildung spielen. Eine erhdhte Expression des Isoenzyms Typ 2 der 11-
3-Dehydrogenase in corticotropen Adenomen konnte durch eine vermehrte
Inaktivierung von Cortisol zu Cortison zu einem unzureichenden negativen

Feedback beitragen.103 104

Ein weiterer Erklarungsansatz fiur die Unempfanglichkeit des negativen
Glukokortikoid-Feedbacks kénnte die deutlich verminderte Expression des
Brahma-Related-Gen 1 (Brgl) und der Histon-Deacetylase 2 (HDAC2) sein,
welche von essenzieller Bedeutung flur die transkriptionelle GR-gesteuerte
Suppression von POMC sind.'% Durch ihre Abwesenheit verliert der GR die
Fahigkeit die POMC Transkription zu unterdriicken und es resultiert eine erhéhte

POMC Expression und eine Resistenz gegen Glukokortikoide. 106

Auch Chaperone spielen in der Transkriptions-Aktivierung des GR eine Rolle.
Das 90 Kilodalton Hitzeschockprotein (HSP90) ist verantwortlich fur die Faltung
und Aktivierung des GR.107.108 Aktuelle Studien konnte eine Uberexpression von
Isoformen von HSP90 in corticotropen Tumoren zeigen, welche die
Glukokortikoide unfahig macht, die POMC Transkription zu unterdriicken. 09110
Der C-Terminale HSP90 Inhibitor Silibinin macht die Abspaltung des GR von
HSP90 mdglich und es zeigte sich in vitro und in vivo eine Wiederherstellung der
Transkriptions-Aktivierung und eine Verbesserung der Glukokortikoid-
Sensitivitat. Diese Ergebnisse suggerieren, dass ein MC, dessen Pathogenese
seine Ursache in der Uberexpression von Hitzeschockproteinen hat,

pharmakologisch mittels HSP90 Inhibitor bewaltigt werden konnte.'1?

1.3.6.4 Genetische Syndrome

MC wird nur selten in dem Kontext von genetischen Syndromen beschrieben.
Weniger als 5% aller MCs entstehen auf dem Boden von familidaren Adenomen
im Rahmen von verschiedenen hereditaren endokrinen Syndromen. Die Mehrheit

der corticotropen Hypophysenadenome entsteht sporadisch, die meisten

11



Patienten weisen keine Krankheitsgeschichte in der Familie auf.'?

Keimbahnmutationen, die familiare endokrine Syndrome verursachen, wirken
sich unterschiedlich auf verschiedene Angriffspunkte aus und kénnen nicht den
Groldteil der corticotropen Adenome oder den gemeinsamen Mechanismus der
Tumorgenese erklaren.813 Das lasst eher auf eine erworbene genetische

Komponente als Ursache des MC schliel3en.

1.3.6.5 Somatische Mutationen

Corticotrope Adenome sind in ihrem Ursprung meist monoklonal, sie entwickeln
sich aus einer einzelnen Zelle, die sich multipliziert und das Tumorwachstum
verursacht. Das weist stark auf einen einzelnen somatischen Gendefekt als
Mechanismus der Pathogenese des MC hin."3
Mutationen in bekannten Proto-Onkogenen wie KRAS, RET, PTTG und c-MYG
und in Tumorsuppressor-Genen wie RB1 sind kaum beschrieben.'* Auch
Mutationen im p53 Gen wurden bis primar nur in atypischen ACTH-
sezernierenden Adenomen und in Karzinomen gefunden.''5116 Spiera et al.
zeigten jedoch kurzlich, dass pathogene Varianten des TP53 Gens haufiger
(12,5%) in MC Tumoren vorzukommen scheinen, als bisher angenommen. 7118
Durch das Whole-Exome-Sequencing erdéffneten sich neue Moglichkeiten
hinsichtlich der Identifikation einzelner Gendefekte in Hypophysenadenomen.
Ein Meilenstein war 2015 die Entdeckung der somatischen Mutation der
Ubiquitin-spezifischen-Peptidase 8 (USP8) in 30-60% der ACTH-sezernierenden
Hypophysenadenomen (siehe Kapitel 1.4).119.120
Neben der USP8 Mutation wurden auRerdem funf Jahre spater wiederkehrende
Mutationen in dem Deubiquitinase Gen USP48 in 13,3% der untersuchten
corticotropen Adenomen mit Wildtyp (WT) USP8 entdeckt.''®12! Sbiera et al.
konnten demonstrieren, dass durch die USP48 Mutation, die katalytische Aktivitat
und somit die Deubiquitinierung der Substrate von USP48 wie die des Histon 2a
und die des Zink Finger Proteins Glioma-Associated Oncogene 1 (Gli1) erhoht
wird, sowie der stimulierende Effekt von CRH verstarkt wird. Gli1 spielt eine Rolle
in der erhdhten ACTH Produktion wahrend durch die Deubiquitinierung von H2A
eine deregulierte DNA-Reparatur resultiert.”
Sbiera et al. zeigten zudem in einer Meta-Analyse 2019, dass neben den
12



Hotspotmutationen USP8 und USP48 weitere multiple wiederkehrende
Mutationen identifiziert werden konnten. Hier fanden sich verschiedene
inaktivierende somatische Mutationen des TP53 Gens, die somatische
Hotspotmutation p.Val600GIn im BRAF Gen in 7% der analysierten Tumore, 6
verschiedene somatische Mutationen in 6,2% der Tumore im NR3C1 Gen sowie
Mutationen im HCFC1 Gen in 3,1% der untersuchten Adenome. '8

Klrzlich wurde zudem eine Funktionsverlust-Mutation des CABLES1 Gen
beschrieben. Das mutierte CABLES 1 Protein verliert durch die Mutation seine
inhibitorische Wirkung auf das corticotrope Zellwachstum und fuhrte bei den
betroffenen Patienten zu Makroadenomen.81.82.122

Insgesamt sind die verschiedenen somatischen Mutationen in Uber 70%

urséachlich fur die Entstehung der corticotropen Adenome. '8

1.4 Ubiquitin-spezifische-Peptidase 8

1.4.1 Pravalenz und Genotyp/ Phdanotyp Korrelation

Eine 2019 durchgefiihrte Meta-Analyse konnte eine Inzidenz der USP8 Mutation
von 36,5% (221/605) in corticotropen Adenomen feststellen.'®

Eine Kooperation aus Deutschland und Japan sequenzierte 2015 eine kleine
Gruppe von zehn corticotropen Adenomen, in der sich eine heterozygote
somatische Mutation im USP8 Gen in vier der Adenome zeigte. Die Mutation
befand sich in einer eingegrenzten Region in dem Gen, das die mRNA fir die
Ubiquitin-spezifische-Peptidase 8 transkribiert. Alle Mutationen gruppierten sich
zwischen den Aminosauren 713-720."%° Insgesamt wurde in dieser Studie nach
Sequenzierung von weiteren Hypophysenadenomen die USP8 Mutation mit einer
Pravalenz von 35% in corticotropen Adenomen beschrieben. 20

Diese initial beschriebene Pravalenz von 35% wurde 2015 nachfolgend in einer
multizentrischen Studie mit groRen MC Kohorten (Europa/ USA/ Brasilien) und
einer Pravalenz von 36% bestatigt. Die Studie zeigte, dass die Pravalenz bei
Erwachsenen hoher als bei Kindern (41 vs. 17%) und bei Frauen hoher als bei
Mannern (43 vs. 17%) ist. Erwachsene Patienten mit einer USP8 Mutation
wurden zu einem friheren Zeitpunkt (36 vs. 44 Jahre) mit MC diagnostiziert als

solche vom WT.123
13



Perez-Rivas et al. konnten zudem zeigen, dass Patienten mit Adenomen vom
WT haufiger eine postoperative adrenale Insuffizienz entwickelten als die
mutierten Tumore (71 vs. 49%).>50% der mutierten Tumore hatten hier eine
GroRe zwischen 8-16 mm. 123

Eine weitere Studie von Ma et al. entdeckte ebenfalls 2015 in acht von zwolf
corticotropen Adenomen die Mutation im 14-3-3 Bindungs-Motiv.'®

Die anschlieRende gezielte Sequenzierung zeigte eine Pravalenz von 62% und
war weitaus hoher als die der Kohorte aus Europa/USA/ Brasilien. Frauen waren
hier ebenfalls haufiger betroffen als Manner (68% vs. 38%). Ma et al. beschrieben
ebenfalls ein niedrigeres Alter bei der Erstdiagnose (ED) bei den mutierten
Tumoren im Vergleich zu den WT Tumoren.'® Die mutierten Tumore waren hier
interessanterweise kleiner als die WT Adenome und nur 13% waren invasiv
wachsend. 41% der untersuchten WT Tumore waren sehr grof3 und zeigten eine
Invasion in den parasellaren Raum. Jedoch zeigten die Patienten mit UPS8
mutierten Tumoren ahnliche Werte fur den Plasma ACTH-Spiegel, das
Mitternachts Serum Cortisol und das 24 Stunden Urincortisol. Ein Follow-Up von
einem Monat bis neun Jahren von Patienten mit initialer Remission konnte keine
Relation hinsichtlich der Rezidivrater zum USP8  Mutationsstatus
demonstrieren.9

2016 konnten Hayashi et al. ebenfalls kleinere Adenome bei den mutierten
Patienten beobachten. Der maximale Tumordiameter lag bei den mutierten
Tumoren bei einem Mittelwert von 9,1 mm wahrend er bei den WT Tumoren bei
16,3 mm lag. Das konnte mit der ebenfalls von ihnen beschriebenen
Remissionsrate nach der Operation von 95,2% bei mutierten Tumoren und nur
53,8% bei WT Tumoren einhergehen. Frauen waren auch in dieser Kohorte

weitaus haufiger von der USP8 Mutation betroffen.

2018 zeigten Ballmann et al. in einer weiteren Studie eine geringere
Mutationsfrequenz (21,4%) in einer Kohorte mit 42 Patienten. Die mutierten
Tumore waren im Durchschnitt 11,4 mm grof3 und die Patienten im Durchschnitt
43,9 Jahre alt.?4

Alle beschriebenen USP8 Mutationen sind somatische, heterozygote Single-

point-Mutationen. USP8 ist in allen Studien ausschliel3lich in ACTH-
14



sezernierenden Adenomen, einschliel3lich des Nelson Tumors, mutiert und zeigt
sich nicht mutiert in inaktiven Tumoren, Prolaktinomen, und somatotropen
Tumoren. Das demonstriert die hohe Spezifitdt und Wichtigkeit dieser USP8
Mutation.'?5 In einer groRen Kohorte mit Hunden mit MC wurde kein mutiertes

USP8 gefunden, was zudem eine speziespezifische Mutation vermuten lasst.'26

1.4.2 Funktion

USP8 ist auf dem Chromosom 15g21.2 lokalisiert und kodiert eine
Deubiquitinase (DUB), ein Mitglied der Ubiquitin-spezifischen Proteasen (USP)
Familie.’?” Die Ubiquitinierung ist eine reversible posttranslationale Modifikation
von Proteinen und bestimmt dessen Funktion und Expression in eukaryoten
Zellen. Proteine, eingeschlossen Zelloberflachenrezeptoren, werden wahrend
der Ubiquitinierung mit einer E3 Ubiquitin Ligase fur die nachfolgende
Degradierung in den Lysosomen markiert und im Proteasom abgebaut.'28

Die E3 Ubiquitinierung wird durch DUBs antagonisiert, die die konjugierten
Ubiquitin Molekule von ihren Zielproteinen entfernen und somit die Proteine vor
ihrem Abbau schatzt. USP8 ist im Transport verschiedener Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTKs) und in der Endosom-Lysosom Funktion involviert, was zu

einem Recycling der Rezeptoren an der Zelloberflache fihrt (Abb.3).129-132
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Abb. 3: Ubiquitinierung und Deubiquitinierung

Die Ubiquitinierung besteht aus drei Prozessen: Aktivierung, Konjugierung und Ligierung
durchgefiihrt durch Ubiquitin-aktivierende Enzyme (E1), Ubiquitin-konjugierende Enzyme
(E2) und schlieB8lich Ubiquitin-Ligasen Enzyme (E3). Bei der Ubiquitinierung werden die
Substrate mittels E3 Ubiquitin Ligasen flir die anschlieBende Degradierung in Proteasomen,
Lysosomen und Autophagosomen markiert. Zudem bestimmt die Ubiquitinierung von
Substraten dessen Funktion und Expression in eukaryoten Zellen. Bei der Deubiquitinierung
(DUB) wird die E3 Ubiquitinierung durch DUBs antagonisiert, indem sie die konjugierten
Ubiquitin Molektile wieder von ihren Zielproteinen entfernen und sie damit vor ihrem Abbau

schiitzen. 33

1.4.3 Aktivierende USP8 Mutation

Bisher konnten 26 verschiedene USP8 Mutationen, die sich nahezu alle in der
14-3-3 Hotspot -Region von USP8 (94,5% der Falle Ser718 und Pro720)
sammeln, identifiziert werden. Nur zwei einzelne pathogene Varianten, die bisher
nur jeweils in einem Einzelfall detektiert werden konnten, (p.Asp721Asn und
p.Thr735lle) befanden sich auf3erhalb der 14-3-3 Bindungsstelle.

Die Mutationen in Ser718 und Pro720 haben von allen analysierten Mutationen
die starksten Effekte auf die 14-3-3 Bindung sowie die Deubiquitinierung.'®
14-3-3 Proteine sind regulatorische Proteine, die an bekannte Erkennungsmotive
binden und somit die Proteinaktivitat und Interaktionen modifizieren. Das 14-3-3
Protein bindet am 14-3-3 Bindungsmotiv. an USP8 und blockiert die

Zuganglichkeit fir Proteasen und verhindert die vollstandige Aktivierung.'” Die
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USP8 Mutation in dem Hotspot verhindert diese Bindung des 14-3-3 Proteins 134
und macht USP8 damit leichter zuganglich fur die proteolytische Spaltung. In vitro
konnte gezeigt werden, dass die Spaltung von USP8 in Peptidfragmente erhdht
ist und das USP8 Protein in zwei unterschiedlich grolRe Fragmente, 40 und 90
Kilodalton (kDA), geschnitten wird. Das C-Terminale 40-kDA Fragment weist eine
deutlich hohere DUB Aktivitat auf und erhoht somit die Deubiquitinierung der
Zielsubstrate (Abb.4).120

USPE 90kD 40kDA
active | MIT Rhod SBM *14-3—3 BM SBM DUB
sites
\&?7:‘?1
@ .
A ___________ — ‘3 ______________ - T, e e —_— E};r A\
& ?))T‘Ifni\;;b
Spaltung 44

Abb. 4: (A) USP8 Protein; eingeschrédnkte Bindung (Pfeil) des 14-3-3- Proteins am 14-3-3
Bindungsmotiv (14-3-3 BM) fiihrt zur erhéhten proteolytischen Spaltung von USP8 in zwei
Peptidfragmente 90kDA und 40kDA in vitro (Sbhiera et al.??)

1.4.4 Rolle der USP8 Mutation in der Entwicklung von Morbus Cushing

Die Entdeckung der aktivierenden USP8 Mutation als Driver-Gen in der
Entwicklung des MC wirft die Frage auf, welche zellularen Funktionen durch
dieses Protein reguliert werden. Prinzipiell kdnnten alle durch UPS8 regulierten
Proteine, die in MC exprimiert sind, von der Mutation betroffen sein. 35136

Zwei Proteine, die an der Pathogenese des MC mit mutiertem UPS8 beteiligt sein
konnten, wurden bereits identifiziert: Der Tyrosinkinase-Rezeptor EGFR und der
Somatostatin-Rezeptor SSTR5.119.120

Es konnte gezeigt werden, dass das mutierte USP8 durch die hohere DUB
Aktivitat eine signifikante Inhibierung der lysosomalen EGFR Degradierung und
eine Verstarkung des EGFR-induzierten MAPK Signalwegs ERK1/EKR2
verursacht. Durch das gesteigerte Recycling von EGFR an der Zellmembran ist
seine Fahigkeit EGF zu binden erhoht und fuhrt zu einer gesteigerten POMC
MmRNA Expression und folglich zu einer gréReren ACTH-Sekretion
(Abb.5).119.120,123,137
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Abb. 5: Schematische Darstellung des postulierten Mechanismus durch den eine USP8
Mutation zu einer erhéhten ACTH Sekretion und Tumorgenese in corticotropen Tumoren
fliihrt / USP8 — EGFR Interaktion (Reincke et al.’??)

(A) Normale corticotrope Zelle mit uneingeschrénkter 14-3-3 Bindung

(B) Corticotrope Zelle eines USP8 mutierten Adenoms: aus der eingeschrénkten 14-3-3
Bindung resultiert eine verstérkte proteolytische Spaltung von USP8 (Cleavage) und daraus
eine erh6hte DUB Aktivitdt und somit eine Inhibierung der lysosomalen EGFR Degradierung
mit einem gesteigerten Recycling von EGFR an der Zellmembran. Dadurch findet eine
Verstdrkung des EGFR-induzierten MAPK Signalwegs ERK1/EKR2 statt und flihrt zu einer
gesteigerten ACTH-Sekretion und Tumorgenese.

Untersuchungen in humanen corticotropen Adenomen wiesen in USP8 mutierten
corticotropen Zellen im Vergleich zum WT eine hohere EGFR Expression und
erhohte POMC Spiegel auf. Durch einen USP8 Gen-Knockdown und eine
Hemmung von EGFR in resezierten mutierten Tumorzellen, konnte eine
Verringerung der ACTH Sekretion beobachtet werden.®

Hayashi et al. konnten jedoch in einer nachfolgenden Studie in einigen USP8
mutierten Tumoren, die einen erhdhten mRNA Spiegel von POMC aufzeigten,
keine aktivierte EGFR Signaltransduktion beobachten. Die EGFR Expression war
hier nicht abhangig vom Mutationsstatus.'® 2018 ergab eine weitere Studie
ebenfalls einen niedrigeren Prozentsatz der EGFR positiven USP8 mutierten

Tumore im Vergleich zu anderen publizierten Kohorten.'?* Daher ist
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anzunehmen, dass nicht ausschliel3lich EGFR fur die erhdhte ACTH Sekretion in
USP8 mutierten corticotropen Hypophysenadenomen verantwortlich ist. Zudem
ist eine erhdhte EGFR Expression charakteristisch flr eine Vielzahl von
Malignomen, wohingegen Mutationen der 14-3-3 Bindungsstelle hochspezifisch
far MC sind und bisher in keiner anderen Neoplasie entdeckt worden sind.'3?
Kirzlich wurde entdeckt, dass ein USP8 Inhibitor in einer corticotropen
Tumorzelle fahig ist, die Expression von EGFR und der Tyrosin-Proteinkinase
MET sowie die ACTH-Sekretion zu reduzieren und die Apoptose zu fordern. Die
Inhibition von USP8 kdnnte somit eine effektive Strategie in der Behandlung von
MC sein.'? Die Ergebnisse einer weiteren Studie legten kiirzlich zum ersten Mal
nahe, dass in den corticotropen Zellen einer Ratte POMC direkt durch die
Ubiquitinierung abgebaut wird. Eine Behandlung mit dem Polyubiquitinierungs-
Inhibitor K48R erhohte die ACTH Produktion. Ob das auch in humanen
corticotropen Zellen der Fall ist muss zum gegebenen Zeitpunkt noch untersucht
werden. 41
Vieles deutet darauf hin, dass neben den bereits entdeckten Substraten noch
weitere zellulare Funktionen durch USP8 reguliert werden.
In vitro zeigte sich, dass das 40kDA Fragment des mutierten USP8, welches eine
hohe DUB Aktivitat aufweist, keinen spezifischen Anker hat. Daher kdnnte es
theoretisch jedes ubiquitinierte Substrat deubiquitinieren. Da es jedoch unzahlige
Proteine in einer Zelle gibt, die durch die Ubiquitinierung reguliert werden, wirde
solch ein Mechanismus in einem weitaus schlimmeren Phanotyp resultieren.
ACTH-sezernierende Tumore sind jedoch gut differenziert und in der Regel nicht
aggressiv. Weiterhin  werden USP8 mutierte Tumore mit erhohten
Proteinexpressionen im Nukleus assoziiert, was auf eine spezifische Assoziation
von USP8 mit zellularen Proteinen hinweist.??
Die Entdeckung der USP8 Mutationen ist ein wichtiger Meilenstein in der
Ergrindung der Pathogenese von corticotropen Adenomen, doch ist die genaue
Beziehung zwischen USP8 Mutationen und den bereits beschriebenen
Abnormalitaten bisher nicht verstanden. Basierend auf den oben genannten
Informationen, wird die Hypothese aufgestellt, dass USP8 Mutationen in
corticotropen Adenomen zu feinen Veranderungen der Aktivitat fihren und
19



Signalwege, die bereits in ACTH-sezernierenden Zellen vorhanden sind,
beeinflusst werden (Abb. 6).
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Abb. 6: Normale Wege in einer corticotropen Zelle sowie Darstellung deregulierter Proteine
(trot = Uberexprimiert; |viau = herabreguliert) als mdgliche Angriffspunkte fiir USP8
(modifiziert nach Sbiera et al. 2015)

Demnach mussten sich die Proteinexpressionen in USP8 mutierten Adenomen
von denen in Adenomen vom WT USP8 unterscheiden. Neben den bereits
bekannten deregulierten Proteinen in corticotropen Adenomen, die eine mogliche
Rolle spielen kénnten (Abb. 6), sind auch Proteine der cAMP/ Proteinkinase A
(PKA) Signaltransduktion in Betracht zu ziehen.

In einer normalen ACTH-sezernierenden Zelle, induziert die Bindung von CRH
an CRHR1 die Freisetzung von cAMP und somit die Aktivierung der PKA. Diese
wiederum phosphoryliert CREB im Nukleus und fuhrt schlieRlich zur Induzierung
der POMC Expression und ACTH-Sekretion.'? Von Interesse ist hier die
Expression des Transkriptionsfaktors cAMP Response Element Binding Protein

(CREB), seine aktivierte Form phosphoryliertes-CREB (pCREB) sowie die PKA,
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welche CREB phosphoryliert; siehe Tabelle (Tab.) 1.

Tab. 1: Mégliche Zielproteine von USP8

Protein

Funktion

t oder | in
corticotropen Tumoren

uUSP8

Deubiquitinase, verhindert
Substratdegradierung durch
Proteasomen

EGFR

Membranstandige Rezeptor-
Tyrosinkinase: stimuliert
Zellwachstum, verhindert Apoptose

P27/Kip1

CDK-Inhibitor, Zellzyklusregulator:
kontrolliert Progression
des Zellzyklus in G1-Phase

Cyclin E

Zellzyklusregulator, bildet Komplexe
mit CDKs und aktiviert deren
Kinasefunktion

CRHR1

G-Protein gekoppelter
Oberflachenrezeptor: initiiert mittels
cAMP und Proteinkinase A die
intrazellulare Signalkaskade und
ACTH Sekretion

AVPR1b

G-Protein gekoppelter
Oberflachenrezeptor: initiiert mittels
Phosphatidylinositolcalcium ein
Second-messenger System und die
ACTH-Sekretion

TR4

Nuklearer Transkriptions-Faktor

HSP90

Chaperon: vermittelt Faltung und
Aktivierung des GR

CREB

Transkriptionsfaktor

pCREB

Phosphoryliertes/ aktives CREB

PKA

Proteinkinase, phosphoryliert CREB

1 = Uberexprimiert; | = herabreguliert
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1.5 Fragestellung

Das Ziel dieser Studie ist es, mdgliche klinischen Zusammenhange bei Patienten

mit USP8 mutierten Tumoren zu untersuchen sowie Zielproteine von USP8, die

an der Tumorgenese des MC beteiligt sein konnten, zu identifizieren. Konkrete

Fragestellungen hierbei sind:

1. Gibt es Zusammenhange zwischen dem USP8 Mutationsstatus und den
klinischen Daten von Patienten mit MC?

2. Gibt es einen Unterschied in der Expression von bereits mit MC assoziierten
deregulierten Proteinen (EGFR, p27/ Kip1, Cyclin E, CRHR1, AVPR1b, TR4,
HSP90) in corticotropen USP8 mutierten Tumoren im Vergleich zu USP8 WT
Tumoren sowie im Vergleich zu anderen Hypophysenadenomen (inaktiv,

somatotrop) und gesunden Hypophysen?

3. Gibt es eine veranderte Expression der Proteine der cAMP Proteinkinase A
Signaltransduktion (CREB, pCREB und PKA) in corticotropen USP8 mutierten
Tumoren im Vergleich zu USP8 WT Tumoren sowie im Vergleich zu anderen

Hypophysenadenomen (inaktiv, somatotrop) und gesunden Hypophysen?
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv fur die Analyse der klinischen Daten

Fir die Analyse der klinischen Daten wurden in dieser Studie Patienten mit
corticotropen Hypophysenadenomen eingeschlossen, die sich zwischen 1997
und 2016 einer transsphenoidalen Operation in der Uniklinik Hamburg, der
Uniklinik Wurzburg oder der Uniklinik Erlangen unterzogen haben und bei denen
der USP8 Mutationsstatus bestimmt worden war. Bei allen Patienten lag bereits
eine histopathologische Bestatigung eines  ACTH-immunreaktiven
Hypophysenadenoms vor. Die Diagnose des M. Cushing wurde aufgrund von
etablierten klinischen, biochemischen und morphologischen Kriterien 42 durch die

behandelnden Arzte gestellt.

Die Daten wurden von 125 unterschiedlichen Patienten mit 127 corticotropen
Hypophysenadenomen ausgewertet (Abb. 7). 34 davon zeigten eine Mutation im
USP8 Gen (24 vom Uniklinikum Hamburg Eppendorf und 10 aus dem Uniklinikum
Wdirzburg). 93 der Hypophysenadenome waren vom USP8 WT (56 vom
Uniklinikum Hamburg Eppendorf, 15 aus dem Uniklinikum Wirzburg und 22 aus

dem Uniklinikum Erlangen).

Die klinischen Parameter der Patienten wurden retrospektiv durch
Aktenrecherche in der Universitatsklinik Wurzburg und Hamburg Eppendorf 2018
durch mich erfasst. Fur die 22 Patienten des Uniklinikums Erlangen lagen bereits
erhobene Daten aus der Neuropathologie zum Geschlecht der Patienten sowie

zur Tumorgrofde vor.
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10 (Wiirzburg)

34 USP8 mutierte
Tumore

24 (Hamburg)

125 Patienten

(127 Tumore) 15 (Wiirzburg)

93 USP8 WT Tumore 56 (Hamburg)

22 (Erlangen)

Abb. 7: gesamtes Patientenkollektiv fiir die Analyse der klinischen Daten

Es wurden klinische Daten des Patienten (Alter, Geschlecht, Alter bei ED MC,
BMI), die praoperativen Hormonspiegel, die Daten zur OP (Resektionsgrad,
Invasivitat) sowie Tumorcharakteristika (GroRe, USP8 Mutationsstatus) und das
Auftreten von Rezidiven durch die elektronische und teilweise bereits archivierte
schriftliche Aktenrecherche erfasst.

Bei der Auswertung der Rezidive wurden Patienten mit Tumoren eingeschlossen,
dessen Tumorschnitt in der Neuropathologie mindestens der eines Zweittumors
war, sowie Patienten mit Tumoren die laut klinischen Daten in retrospektiv
erfassten Nachfolgeuntersuchungen in der Uniklinik Hamburg in dem Zeitraum
von 1997 bis 2018 ein Rezidiv aufwiesen.

Um die Tumorgrofe zwischen den beiden Patientengruppen zu vergleichen,
wurde der maximale Diameter in mm fur die Auswertung genutzt. Wurde die
Tumorgrofle als linsengro3, erbsengrol3 oder bohnengro von den
Neuropathologen beschrieben, so wurden diese in eine bestimmte mm Zahl
umgerechnet (Tab. 2).
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Tab. 2: Umrechnung der TumorgréBen in mm

Vergleich Grofie in mm
Linsengrof3 6
Erbsengrol3 7,5
Bohnengrol3 20

Alle Patienten gaben ihre informierte Zustimmung und die Studie wurde durch
die Ethikkommissionen der Universitat Wiirzburg (# 85/12) und der Arztekammer

in Hamburg genehmigt.

2.2 Probenkollektiv fur die immunhistochemische Untersuchung
Insgesamt wurden Proben von 111 Hypophysenadenomen und 5 normalen

Hypophysen immunhistochemisch gefarbt und ausgewertet (Abb. 8).

Von dem oben genannten Patientenkollektiv der ACTH-produzierenden Tumoren
fur die Auswertung der klinischen Daten lagen uns insgesamt Proben von 78
dieser Tumore zur immunhistochemischen Farbung vor. Hiervon wurden 55
Schnitte der corticotropen Hypophysenadenome (48 WT, 7 mutiert) der
Universitat Hamburg auf einem Tissue Micro Array zusammengefiigt. Es konnten
nicht alle initial vorhandenen Proben von Patienten mit Antikdrpern geféarbt
werden, da durch den Anschnitt des TMAs bedingt deutlich weniger Proben auf
dem TMA zu finden waren als in der ursprunglichen Kohorte. Aus diesem Grund
unterscheiden sich auch die hier aufgefihrten Zahlen leicht von den Zahlen in
der inzwischen verdffentlichen Arbeit.14® Weitere 23 Tumore (13 WT, 10 mutiert)

lagen uns auf ganzen Objekttragern der Universitat Wirzburg vor.

Insgesamt sind 61 corticotrope Adenome vom WT und 17 USP8 mutierte Tumore
untersucht und verglichen worden. Als Vergleichsgruppen wurden zudem aus

Wirzburg 14 somatotrope und 19 inaktive Adenome gefarbt und ausgewertet.

Zusatzlich wurden funf normale Hypophysen (n=5) aus Autopsien des Instituts

fur Pathologie des Universitatsklinikums Wirzburg genutzt.
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Abb. 8: Gesamtes Probenkollektiv fiir die immunhistochemische Féarbung

2.2.1 Tissue Micro Arrays

Der Tissue Mirco Array (TMA) wurde durch die Pathologie der Universitat
Hamburg erstellt. Um ein repréasentatives Areal mit einer gut erhaltenen
Morphologie von jedem einzelnen Adenom fur den Tissue Micro Array zu wahlen,
wurden Haematoxylin und Eosin gefarbte Gewebe von einem erfahrenen
Pathologen (Wolfang Saeger, Pathologie des Universitatsklinikums Eppendorf
Hamburg) reevaluiert und das entsprechende Gebiet fir die Gewebsstanze
markiert. Es wurden zwei Stiicke mit einem Diameter von 0,6 mm aus jedem
Gewebsblock gestanzt und in einem neuen Block angeordnet. 2um dicke
Scheiben der Blocke wurden auf silanisierte Objekttrager geschnitten und bei
Raumtemperatur mehrere Tage zum Trocknen gelagert, um den Gewebsverlust

ZU minimieren.

2.3 Chromogene Immunhistochemie

2.3.1 Entparaffinierung, Antigendemaskierung und Hemmung der

endogenen Peroxidase

Bei der Entparaffinierung wurde das Gewebe von Paraffin befreit und somit fur

die Antikorper frei zuganglich gemacht. Die Gewebsschnitte der ganzen

Objekttrager und des Tissue Microarray Objekttrager wurden daftr zweimal far

jeweils 12 Minuten in einem Xylolbad entparaffiniert und anschlief3end in einer
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absteigenden Alkoholreihe rehydriert: 100% EtOH; 90% EtOH, 80% EtOH und
70% EtOH fur jeweils 5 Minuten. Anschliel3end erfolgte 5-mal hintereinander eine
Spulung mit destilliertem Wasser (dH20).

Die Antigen-Demaskierung erfolgte mit einem Natriumzitrat-Puffer mit einem pH
-Wert von 6,5 in einem Dampfdrucktopf fir 13 Minuten, um den Antikérpern ihre

zellularen Antigene zuganglich zu machen (Tab. 3).

Nachdem die Proben abgekihlt waren, wurden die Praparate auf dem
Objekttrager mit einem Fettstift eingekreist, damit spater aufgetragene
Flissigkeiten nicht herunterlaufen und gleichmaf3ig auf die Objekttrager verteilt

werden konnten.

Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurde eine Lésung von 3% H202 in
Methanol auf die Objekttrager aufgetragen und fur 10 Minuten inkubiert.

Tab. 3: Ubersicht iiber verwendete Substanzen und Materialien

Substanz/ Material Firma Zusammensetzung/Kommentar
Natriumzitrat-Puffer 2,1 g in 1000 ml Aqua destilliert, pH=
6,5
H202 10 ml H202 30% in 100 ml Methanol
Fettstift Dako
Human AB Serum Sigma-Aldrich
PBS Sigma 1Tablette/200 ml Aqua destiliiert
Advance HRP Link Kit | Dako Detektionssystem
DAB+ Liquid Kit Dako Detektionssystem
N-Universal Anti- | Dako Negativkontrolle
Rabbit oder  Anti-
Mouse
Saures Hamalaun | Sigma Aldrich
nach Mayer
Entellan Eindeckmittel | Merck
Mikroskop Zeiss
Axioscope Al
Camera AxioCam | Carl Zeiss AG
MRm
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2.3.2 Spezifische Farbung

Unspezifische Bindungen wurden im Anschluss mit 20% humanen AB Serum bei

Raumtemperatur flir eine Stunde blockiert.

Dann wurde der primare Antikdrper (Tab.4) in einer phosphatgepufferten
Salzlésung (PBS) in verschiedenen angepassten Verdinnungsstufen bei

Raumtemperatur fir eine Stunde inkubiert.

Tab. 4: Verwendete AntikbGrper

Antikorper Wirt Firma Nummer Verdinnung
USP8 Kaninchen | Sigma HPA004869 | 1:500
EGFR Kaninchen | Santa Cruz SC-03 1:500
P27/kipl Maus BD 610242 1:1000
Cyclin E Kaninchen | Santa Cruz SC-481 1:400
CRHR1 Kaninchen | LSBio LS- 1:250
A3737/41992
AVPR1b Kaninchen | LSBio LS- 1:250
A3737/41899
TR4 Kaninchen | Sigma HPA006313 | 1:200
HSP90 Maus ABCAM EPR3953 1:500
CREB Kaninchen | Cell Signaling 9197 1:500
pCREB Kaninchen | Cell Signaling 91987 1:500
PKA Maus BD 610980 1:1000
2.3.3 Negativkontrollen

Um die Spezifitat des Detektionssystems zu tberprufen, diente bei jeder Farbung
ein Praparat, bei dem der

Negativkontrolle (Tab. 3).

Priméarantikérper weggelassen wurde, als
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2.3.4 Signalamplifikation

Um eine Signalverstarkung von primaren Antikérpern, die in niedriger
Konzentration vorliegen, zu erreichen, wurde eine Zweischritt-IHC-Farbetechnik
angewandt (Abb.9).

Das System beruht auf einem mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) markierten
Polymer, das an sekundare Antikorper konjugiert ist. Primar gebildete Antikorper,
welche zuvor inkubiert wurden, reagieren deutlich mit dem markierten
sekundaren Antikorper.* Zur Detektion wurden die Proben zunéachst fir 20
Minuten mit dem Advance HRP Link Kit mit Meerrettich-Peroxidase inkubiert, um
anschlieBend die Signalamplifikation mit dem DAB+ Liquid Kit mittels 3,3'-

Diaminobenzidin und H202 fir 10 Minuten zu erreichen (Tab. 3).

Amplification

Brown color

Polymer

Abb. 9: Polymerische Signalamplifikation mittels DAB, H202 und HRP (So-Woon Kim et
al.14)

Der primére Antik6rper (Primary antibody) bindet an den gegen ihn gerichteten sekundéren
Antikérper (Secondary antibody), der an den Meerrettich-Peroxidase (HRP) markierten
Polymer gekoppelt ist. Mittels Daminbenzidine (DAB) und H202 entsteht durch eine Enzym-
Substrat-Reaktion die Farbentstehung (Brown color) und die Amplifikation des priméren

Antikérpers.
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2.3.5 Gegenfarbung und Deckelung

Um die nachfolgende histologische Beurteilung zu vereinfachen, wurden die
Nuklei mit Mayer's Hamalaunlésung gegengefarbt. Hierzu wurden die Schnitte
zunachst fur 2 Minuten in Hamalaun inkubiert. Um die blaue Farbung zu erhalten,
muss anschliel3end ein pH-Wert von groRer 7 eingestellt werden, was durch

intensives Spulen fur 5 Minuten in flieRendem Leitungswasser erreicht wurde.

Die gefarbten Objekttrager wurden schlielich in 100% EtOH dehydriert und
anschlieBend fur 30 Minuten bei 56°C getrocknet. Anschlieend erfolgte die
Deckelung der Objekttrager mit Entellan (Tab. 3).

2.4 Semiquantitative Analyse der Inmunreaktivitat

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung der Proben erfolgte
unabhangig durch mich und eine meiner naturwissenschaftlichen Betreuerinnen
der Arbeit (Dr. rer.nat. Isabel Weigand). Gab es Diskrepanzen zwischen den
beiden Untersuchern, wurden die Proben erneut gemeinsam bewertet und der
finale H-Score wurde im Einverstandnis festgelegt. Der Spearman r fur die

Interrater-Reliabilitat fur jede Farbung war hoch (>0,85).

Zur Auswertung wurde ein Lichtmikroskop mit einer VergréRerung zwischen 10
und 100-fach verwendet. Zum Zeitpunkt der mikroskopischen Untersuchung
waren beide Untersucher geblindet auf die Charakteristika (Mutationsstatus,
Hormonsekretion) der Tumore. Die Farbung des Zytoplasmas, der Membran (bei
Membranrezeptoren) und der Nuklei wurden bei jeder Probe unabhangig
voneinander bestimmt. Die Farbeintensitat wurde in die Stufen 0 (negativ), 1
(schwach), 2 (maRig) und 3 (stark) eingeteilt (Tab. 5).

Tab. 5: Stufen der Farbeintensitéat

0 negativ

schwache Farbeintensitat

1
2 malige Farbungsintensitat
3

starke Farbeintensitat
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Der Prozentsatz immunhistochemisch positiver Zellen wurde fir jede Probe
bestimmt und mit dem Score 0 bewertet, wenn 0% positiv waren; mit 0,1, wenn
0,1-9% positiv waren; mit 0,5 wenn 10-49% positiv waren und mit 1, wenn = 50%

positiv waren (Tab. 6). 145146

Tab. 6: Score Prozentsatz positiver Zellen

0 0% positive Zellen
0,1 | 0,1-9% positive Zellen
0,5 | 10-49% positive Zellen

1 >50% positive Zellen

Dann wurde die Stufe der Farbungsintensitat mit dem Score des Prozentsatzes
positiver Tumorzellen multipliziert und damit der semiquantitative H-Score

berechnet. 47

Es wurden zudem reprasentative Fotos in 20-facher VergroRerung von jedem
Antikorper gemacht. Diese werden jeweils von einem USP8 mutierten Tumor und

von einem WT Tumor in den Ergebnissen exemplarisch dargestellt.

2.5 Statistische Analyse

Fur die Auswertung der immunhistochemischen Farbung und der klinischen
Parameter wurden Unterschiede in den vorliegenden Daten mittels des Mann-

Whitney-U Test auf statistische Signifikanz gepruft.

Der One-way ANOVA Test mit dem Tukey post-hoc Test wurde durchgeftihrt, um
Unterschiede zwischen mehreren Gruppen auf Signifikanz zu prifen.

Aulerdem wurde der exakte Fisher-Test angewendet, um zu prifen, ob zwei

dichotome Merkmale unabhangig voneinander sind.

Um mogliche Unterschiede in der Dauer bis zum Auftreten eines Rezidivs zu
visualisieren, wurde eine Kaplan-Meier-Kurve erstellt und die jeweiligen Gruppen

nach Mutationsstatus stratifiziert.
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Fur die statistischen Analysen wurde GraphPad Prism (GraphPad Software, San
Diego, Version 7.0) und IBM SPSS Staticstics 25 (IBM Corporation, Armonk, NY,
USA) benutzt.

P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant eingestuft.
Die klinischen Daten werden als Mittelwert und Standardfehler sowie mit dem p-

Wert angegeben.

Die immunhistochemischen Daten sind im Boxplot als Mittelwert mit
Standardabweichung aufgezeichnet. Im Boxplot wurden nicht-signifikante
Ergebnisse zwischen WT Tumoren und mutierten Tumoren mit nicht signifikant
(ns) Dbetitelt. Nicht-signifikante Unterschiede zwischen den anderen
Tumorentitaten und der normalen Hypophyse wurden in der Graphik nicht
bezeichnet. Ansonsten wurden nur die signifikanten Ergebnisse mit in den

Boxplot aufgenommen.

32



3. Ergebnisse

3.1 Zusammenhange zwischen klinischen Daten und

Mutationsstatus

Insgesamt wurden 125 Patienten (72,8% weiblich; mittleres Alter: 48,4+£15,8

Jahre) in diesen Teil der Analyse eingeschlossen.
3.1.1 Patientenalter

Hierbei war das Alter bei ED des MC in den WT Tumoren (n=69) signifikant hdher
als in den mutierten Tumoren (n=34) (51,7+1,7 Jahre vs. 41,5+2,8 Jahre;

p=0,002; Tab. 7).

Auch nach Ausschluss der Patienten mit Rezidivtumoren und gesonderter
Bestimmung bei Ersttumoren (WT n=53 Mut n= 27) (Rezidive ausgeschlossen)
fand sich ein signifikanter Unterschied (MUT 41,9+3,21 Jahre vs. WT 52,1+1,94
Jahre; p=0,007). Bei den Rezidivtumoren war der Unterschied nicht statistisch

signifikant.
3.1.2 Geschlechterverteilung

Bei der Geschlechterverteilung zeigte sich in den corticotropen Tumoren

insgesamt eine weibliche Dominanz.

Die USP8 mutierten Tumore (n=34) wiesen eine relative Haufigkeit des
weiblichen Anteils der Patienten von 100% auf. Der USP8 WT (n=93) ergab eine
relative Haufigkeit von Frauen mit 62,4% und von Mannern mit 37,6%. Der Anteil
von Frauen war somit in den mutierten Tumoren statistisch signifikant (p <0,001)

héher als in den WT Tumoren (Tab. 7).
3.1.3 Body Mass Index

Der Body Mass Index (BMI) zeigte bei mutierten (n=31) und WT Tumoren (n=62)
keinen signifikanten Unterschied. Wahrend WT Tumore einen Mittelwert von
29.240,7 aufwiesen, zeigten mutierte Tumore einen Mittelwert von 31,4+1,2 (p=
0,136; Tab. 7).
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3.1.4 TumorgréBe

Bei der Auswertung der Tumorgrofle konnte ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den WT (n=86) und mutierten (n=29) USP8 Tumoren
beobachtet werden. Der mittlere maximale Diameter betrug bei den WT Tumoren
14,9+1,1 mm, wahrend er bei den mutierten Tumoren nur 8,8+1,0 mm ergab
(p=0,001; Tab. 7).

Nach Ausschluss der Rezidivtumore und Auswertung der Ersttumore waren die
USP8 mutierten Tumore (n=23) ebenfalls signifikant (p=0,001) Kkleiner
(8,7+£1,2mm) als die WT Tumore (n=53; 16,5+1,6mm).

Bei den Rezidivtumoren (WT n=23, MUT n=6) zeigten sich die mutierten Tumore
ebenfalls kleiner, jedoch ohne statistische Signifikanz (WT 14+2,1 vs. Mut
91+2,7mm; p=0,212).

3.1.5 Invasivitidt des Tumors

Die relative Haufigkeit der Invasivitat der Hypophysentumore in umliegendes

Gewebe war bei den beiden Patientengruppe sehr ahnlich.

Bei den WT Tumoren (n=66) und mutierten Tumoren (n=28) waren jeweils 39%
der Tumore invasiv wachsend. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter
Unterschied (p >0,999; Tab. 7).

3.1.6 Resektionsgrad des Tumors

Der Resektionsgrad wurde als subtotal/inkomplett mit verbliebenden Teilresten

oder als total/komplett beschrieben.

Bei den WT Tumoren hatten 32 von 55 (58,2%) eine totale Resektion und 23 von
55 (41,8%) eine subtotale Resektion. Bei den USP8 mutierten Tumoren
hingegen, hatte die Mehrheit mit 29 von 32 (90,6%) eine totale Resektion, und
nur 3 von 32 (9,4%) eine subtotale Tumorentfernung. Es ergab sich ein

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p=0,001; Tab. 7).

Wenn man den Resektionsgrad nach Mutationsstatus stratifiziert, wiesen WT

Tumore, die vollstandig reseziert wurden eine kleinere Tumorgrof3e auf als die,
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die subtotal reseziert wurden (12,2+1,8 vs. 21,8£2,5; p=0,001). USP8 mutierte
Tumore zeigten einen vergleichbaren Unterschied, jedoch war dieser nicht
signifikant (8,1+1,0 vs. 15,015,1; p=0,192).

3.1.7 Rezidive

Prozentual zeigte sich bei 31 von 72 (43,1%) Patienten mit WT
Hypophysenadenomen und bei 10 von 31 (32,3%) der Patienten mit mutierten
Adenomen das Auftreten eines oder mehrerer Rezidive. Der Unterschied war
jedoch statistisch nicht signifikant (p=0,382; Tab. 7).

Bei der genaueren Untersuchung, ob es einen Unterschied in der Anzahl der
Rezidive gab, wiesen 14 der 72 (19,4%) WT Patienten mehr als ein Rezidiv auf,
wohingegen nur 2 von 31 der mutierten Patienten (6,5%) >1 Rezidiv aufwiesen.
Der Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (p=0,139). Ebenfalls
zeigte sich, dass 3 von 72 (4,2%) Patienten mit WT Tumoren mehr als 2 Rezidive
aufwiesen, wohingegen es bei den mutierten Tumoren 0 von 31 (0,0%) Patienten
waren (p=0,564).

Es zeigte sich kein eindeutiger Unterschied bezuglich der Zeit bis zum Auftreten
eines Rezidivs. Hier konnten insgesamt nur Daten von 4 Patienten mit mutierten
Tumoren und 14 mit WT Adenomen analysiert werden, da nur bei diesen

Patienten ein Rezidiv mit vorhandener Zeitangabe des Auftretens vorlag.
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Tab. 7: Vergleich klinische Daten bei USP8 mutierten und WT Tumoren

USP8 mutiert (n=34)

USP8 WT (n=93)

Mittelwert * Mittelwert *
n (%) SEM n (%) SEM
Alter bei ED 41,5+2,8 51,7417
[Jahre] 0,002
. 34 58
weiblich (100) (62.4)
Geschlecht N 35 <0,001
mannlich 0(0) (37.6)
31,4%1,2 29.2+0,7
BMI 0,136
5 8,8+1,0 14,9+1,1
Tumorgrofie 0,001
[mm]
Invasiv 1 26
(39,3) (39,4)
Invasivitat Nicht- 17 40 >0,999
Invasiv (60,7) (60,6)
29
Total (90.6) 32(58,2)
Resektionsgrad 23 0,001
Subtotal 3(9,4) (41.8)
Ja 10 31
(32,3) (43,1)
Rezidive Nein 21 42 0.949
(67,7) (56,9)

SEM=Standardfehler; ED=Erstdiagnose; BMI=Body-Mass-Index

3.1.8 Praoperative Hormonspiegel

3.1.8.1 Mitternachtscortisol

Der Cortisolwert um Mitternacht konnte nur bei einer geringen Anzahl von
Patienten erhoben werden und dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen WT Tumoren (n=6) und mutierten Tumoren (n=6) (WT 184,2+125 vs.
Mut 193,7+45,5 ug/l; p=0,180; Tab. 8).
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3.1.8.2 Basaler Cortisolspiegel

Die basalen Cortisolspiegel beliefen sich bei Patienten mit mutierten Tumoren
(n=29) auf einen Mittelwert von 219,91£16,2 pg/l im Vergleich zu WT Tumoren
(n=57) mit 201,9+24,6 pg/l (p= 0,049) und waren damit signifikant hoher (Tab. 8).

3.1.8.3 Freies Cortisol im 24 Stunden Urin

Das vor der Operation bestimmte freie Cortisol im 24 Stunden Sammelurin war
bei Patienten mit mutierten (n=15) und WT (n=15) Tumoren nicht signifikant
unterschiedlich (WT 827,9+337,4 vs. Mut 518,4+131,7 ug/24h; p=0,744; Tab. 8).

3.1.8.4. Niedrig dosierter 1Tmqg Dexamethason Hemmtest

Im Dexamethason Hemmtest belief sich der gemessene Serumcortisolwert nach
der Gabe von 1mg Dexamethason am Folgetag bei den mutierten Tumoren
(n=12) auf 148,5+113,9 pg/l und bei den WT Tumoren (n=19) auf 190,1+238,0
Mg/l (Tab. 8). Der Unterschied war statistisch nicht signifikant (p=0,921).

3.1.8.5 ACTH Spiegel

Der praoperative ACTH Spiegel ergab bei den WT Tumoren (n=59) einen
héheren Mittelwert von 149,2+50,0 ng/l als bei den mutierten Tumoren (n=30) mit
einem Mittelwert von 74,2+13,6 ng/l (Tab. 8). Es zeigte sich jedoch kein
signifikanter Unterschied (p=0,631).

3.1.8.6 CRH-Test

Bei der Auswertung des maximalen ACTH Wertes im CRH Test konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen mutierten (n=16) und WT (n=13) Patienten
beobachtet werden (WT 210,3+51,0 ng/l, Mut 160 26,6 ng/l; p=0,496; Tab. 8).

Der maximale Cortisolspiegel im CRH Test wies ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied auf. Der Mittelwert lag beim WT (n=10) bei 306,9+77,1 und bei
mutierten Tumoren (n=15) bei 335,1+88,2 ug/l (p=0,436).
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Tab. 8: Vergleich der prdoperativen Hormonspiegel bei USP8 mutierten und WT Tumoren

USP8 mutiert
(n=34)

USP8 WT (n=93)

Mittelwert £ SEM Mittelwert £ SEM

Mitternachts Cortisol [ug/l] 193,7+45,5 184,2+125,0
0,180
Egs/ﬁ"er Cortisolspiegel 219,9+16,2 201,9424,6
0,049
I ficics Cortisol [g/24h] 518,4+131,7 827,0+337,4
> 0,744
(]
a
[72]
c
g
S Dexamethason 148,5:113,9 190,1+238,0
T Hemmtest? [ug/I]
T 0,921
(]
s
£ 22 74
o
&
I ACTH [ng/l 74,2+13,6 149,2+50,0
& 0,631
4 34
ACTHuma [ng/] 160,0 £26,6 210,3+51,0
0,496
18 80
COrtisOlma® [/ 335,1488,2 306,9+77,1
0,436

SEM=Standardfehler; BMI=Body-Mass-Index;

im 24 Stunden Urin

2Niedrig dosierter 1mg Dexamethason Hemmtest

3Gemessen mittels Corticotropin Releasing Hormone (CRH) Test

38



3.2. Proteinexpressionen

Vergleich der Proteinexpressionen in USP8 WT (WT) vs. USP8 mutierten (Mut)
corticotropen Tumoren sowie im Vergleich zu inaktiven und somatotropen

Hypophysenadenomen und normalen Hypophysen (NH).
3.2.1 Ubiquitin-spezifische Peptidase 8

Die Expression von USP8 im Zytoplasma zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen USP8 WT und mutierten (WT 1,1+0,6 vs. Mut 1,210,5; p=0,49).

Die Expression von USP8 im Nukleus dominierte jedoch signifikant in den
mutierten Tumoren (WT 0,7 £0,6 vs. Mut 1,6+0,8; p<0,001; Abb. 10).

Auch im Vergleich zu den anderen Tumorentitaten sowie zur normalen
Hypophyse zeigt sich die USP8 Expression im Nukleus erhdht, im Vergleich zu

den inaktiven Tumoren mit einem statistisch signifikanten Unterschied (p=0,001).

Im Zytoplasma war die Expression in den somatotropen Tumoren signifikant
héher als in den WT Tumoren (p=0,001).
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Abb.10: Immunhistochemische Farbung USP8: (A) WT (B) mutiert (C) H-Score mit
Mittelwert und Standardabweichung der Expression im Nukleus (D) H-Score mit Mittelwert

und Standardabweichung der Expression im Zytoplasma

3.2.2 Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor

Bei der Farbung des membrandsen Rezeptors EGFR wurden fur die vorliegende
Arbeit durch mich lediglich die Proben aus Wdurzburg immunhistochemisch

gefarbt.

EGFR zeigte sich hier im Nukleus in den mutierten Tumoren ahnlich exprimiert
im Vergleich zum WT (WT 0,3+0,6 vs. Mut 0,410,6; p=0,475), wahrend die
Expression in der Membran in den USP8 mutierten Tumoren im Vergleich zum
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WT tendenziell leicht hdher war, jedoch ohne statistische Signifikanz (WT 0,5+0,6
vs. Mut 0,9+0,4; p= 0,097; Abb. 11).

In den normalen Hypophysen sowie auch in den inaktiven und somatotropen
Tumoren ergaben sich weder im Nukleus noch im Zytoplasma signifikante

Unterschiede im Vergleich zu den mutierten und WT Tumoren.
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Abb. 11: Immunhistochemische Farbung EGFR: (A) WT (B) mutiert (C) H-Score mit
Mittelwert und Standardabweichung der Expression im Nukleus (D) H-Score mit Mittelwert

und Standardabweichung der Expression im Zytoplasma
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3.2.3 P27/ Kip1

Der CDK Inhibitor P27/Kip1 zeigte sich in USP8 mutierten Tumoren im Vergleich
zum WT im Zytoplasma (WT 1,0+0,7 vs. Mut 0,4+0,6; p=0,003) sowie auch im
Nukleus (WT 2,0+1,0 vs. Mut 1,1+1,1; p=0,004; Abb. 12) signifikant reduziert.

Auch im Vergleich zu den inaktiven und somatotropen Tumoren, zeigten die

mutierten corticotropen Tumore eine signifikant verminderte Expression im

Nukleus.
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Abb. 12: Immunhistochemische Farbung P27/Kip1: (A) WT (B) mutiert (C) H-Score mit
Mittelwert und Standardabweichung der Expression im Nukleus (D) H-Score mit Mittelwert

und Standardabweichung der Expression im Zytoplasma
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3.2.4 Cyclin E

In unserer Kohorte zeigte der Zellzyklusregulator Cyclin E tendenziell eine
erhdhte, jedoch nicht signifikante Expression in allen Hypophysenadenomen im

Vergleich zur normalen Hypophyse, unabhangig von der Hormonsekretion.

In corticotropen Tumoren zeigte sich die Expression mutationsunabhangig
(Zytoplasma: WT 1,7+0,7 vs. Mut 1,5+0,7; p=0,199; Nuklei: WT 0,8+0,6 vs. Mut
0,7+0,5; p=0,533; Abb. 13).
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Abb. 13: Immunhistochemische Férbung Cyclin E: (A) WT (B) mutiert (C) H-Score mit
Mittelwert und Standardabweichung der Expression im Nukleus (D) H-Score mit Mittelwert

und Standardabweichung der Expression im Zytoplasma
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3.2.5 Corticotropin Releasing Hormone-Rezeptor 1

In unserer Untersuchung zeigte sich der H-Score fur die Expression des

membrandsen Rezeptors CRHR1 unabhangig vom Mutationsstatus.

Es ergaben sich in der Membran ahnliche Expressionsmuster in USP8 mutierten
und WT Tumoren (WT 1,4+0,6 vs. Mut 1,31£0,7; p= 0,950; Abb. 14). Im Nukleus
zeigte sich ebenfalls keine signifikant unterschiedliche Expression (WT 0,5+0,6
vs. Mut 0,6+0,7; p=0,535). In den inaktiven Tumoren zeigte sich eine signifikante

Verminderung in der Membran im Vergleich zum WT.
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Abb. 14: Immunhistochemische Fédrbung CRHR1: (A) WT (B) mutiert (C) H-Score mit
Mittelwert und Standardabweichung der Expression im Nukleus (D) H-Score mit Mittelwert

und Standardabweichung der Expression in der Membran
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3.2.6 Arginin Vasopressin -Rezeptor 1b

Unsere Immunhistochemie =zeigte, dass die AVPR1b Proteinexpression
insgesamt sehr niedrig und dies weitestgehend unabhangig vom Mutationsstatus
in corticotropen Tumoren ist. Im Nukleus fehlte die Expression vollstandig,
wahrend sie in der Membran ahnliche H-Scores fur USP8 mutierte Tumore und
WT Tumore ergab (Membran: WT 0,1+0,2 vs. 0,1+0,1; p=0,166; Abb. 15).

Die 5 normalen Hypophysen (NH) =zeigten im Gegensatz hohere
Proteinexpressionen von AVPR1b im Vergleich zu den corticotropen Tumoren in
der Membran (NH 1,804 vs. corticotrope Tumore 0,1+0,2; p<0,001). Auch die
somatotropen Tumoren zeigten eine hohere Expression als die corticotropen
Tumore. Die inaktiven Tumore ergaben insgesamt eine starkere Expression in

der Membran als die mutierten Tumore.
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Abb. 15: Immunhistochemische Farbung AVPR1b: (A) WT (B) mutiert (C) H-Score mit
Mittelwert und Standardabweichung der Expression im Nukleus (D) H-Score mit Mittelwert

und Standardabweichung der Expression in der Membran

3.2.7 Testicular-Orphan-Rezeptor 4

In unserer Kohorte zeigte sich bei der Beurteilung des Transkriptionsfaktors TR4
kein signifikanter Unterschied zwischen USP8 mutierten und USP8 WT Tumoren
im Zytoplasma (WT 0,8+0,7 vs. Mut 0,6+ 0,6; p= 0,215) und im Nukleus (WT
2,140,8 vs. Mut 2,1+1,0; p= 0,471). Auch der Vergleich zu anderen
Hypophysentumoren ergab keinen Unterschied (Abb. 16).
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Abb. 16: Immunhistochemische Farbung TR4: (A) WT (B) mutiert (C) H-Score mit Mittelwert
und Standardabweichung der Expression im Nukleus (D) H-Score mit Mittelwert und

Standardabweichung der Expression im Zytoplasma

3.2.8 Hitzeschockprotein 90

Wahrend es im Zytoplasma fur HSP90 keinen signifikanten Unterschied
zwischen mutierten und WT Tumoren gab (WT 1,9+ 0,9 vs. Mut 1,7+1,1;
p=0,449), zeigte sich im Nukleus eine signifikant hohere Expression in USP8
mutierten Tumoren als im WT (WT 0,210,4 vs. Mut. 0,5£0,5; p= 0,029; Abb. 17).
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Die Expression von HSP90 zeigte sich in corticotropen WT Tumoren in den
Zellkernen signifikant niedriger als in den inaktiven und somatotropen

Hypophysentumoren.

In der normalen Hypophyse zeigte sich zudem im Nukleus eine deutlich geringere
Expression im Vergleich zu allen Tumorentitaten mit signifikantem Unterschied

zu den somatotropen Tumoren.
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Abb. 17: Immunhistochemische Farbung HSP90: (A) WT (B) mutiert (C) H-Score mit
Mittelwert und Standardabweichung der Expression im Nukleus (D) H-Score mit Mittelwert

und Standardabweichung der Expression im Zytoplasma
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3.2.9 cAMP Response Element Binding Protein

Im Nukleus zeigte sich die Expression von CREB in den corticotropen Tumoren
im Vergleich zu den normalen Hypophysen signifikant erhoht (WT 2,0+1,0 vs. NH
0,6+0,8; p=0,019 und Mut 2,1+0,9 vs. NH 0,610,8; p=0,014). Es konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied zwischen der Expression von CREB im Nukleus
sowie im Zytoplasma zwischen den WT Tumoren und mutierten Tumoren
festgestellt werden. (Nuklei WT 2,0+ 1,0 vs. Mut 2,1£0,9; p=0,646, Zytoplasma
WT 0,6+ 0,6 vs. Mut 0,5+0,6; p=0,232; Abb. 18).
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Abb. 18: Immunhistochemische Féarbung CREB: (A) WT (B) mutiert (C) H-Score mit
Mittelwert und Standardabweichung der Expression im Nukleus (D) H-Score mit Mittelwert

und Standardabweichung der Expression im Zytoplasma
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3.2.10 Phosphoryliertes CREB

Die Expression von pCREB zeigte sich in mutierten Tumoren im Nukleus
signifikant erhoht im Vergleich zu WT Tumoren (WT 0,7+0,7 vs. Mut 1,3+0,9;
p=0,014; Abb. 19). Auch inaktive und somatotrope Tumoren zeigten eine

signifikant hohere Expression von pCREB in den Kernen im Vergleich zum WT.

Im Zytoplasma zeigte sich pPCREB kaum exprimiert in mutierten und WT Tumoren
(WT 0,024£0,1 vs. Mut 0£0; p >0,999). Hier zeigte sich die Expression in den
somatotropen Tumoren signifikant erhdht im Vergleich zu den corticotropen und

inaktiven Adenomen sowie zu den normalen Hypophysen.
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Abb. 19: Immunhistochemische Fédrbung pCREB: (A) WT (B) mutiert (C) H-Score mit
Mittelwert und Standardabweichung der Expression im Nukleus (D) H-Score mit Mittelwert

und Standardabweichung der Expression im Zytoplasma
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3.2.11 Proteinkinase A (PKA)

Fur die Farbung der katalytischen Untereinheit a der PKA waren lediglich

Proben der mutierten und WT Tumoren der Universitat Wirzburg verflgbar.

Im Zytoplasma zeigten sich ahnliche Werte flr mutierte und WT Tumore ohne
statistische Signifikanz (WT 2,4+0,8 vs. Mut 2,5+0,5, p=0,977; Abb. 20).

Im Nukleus zeigten die mutierten Tumore tendenziell eine starkere Expression
von PKA (Mut 1,1+0,6) als die WT Tumore (WT 0,7+0,8), jedoch ohne
statistische Signifikanz (p=0,168).
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Abb. 20: Immunhistochemische Farbung PKA: (A) WT (B) mutiert (C) H-Score mit Mittelwert
und Standardabweichung der Expression im Nukleus (D) H-Score mit Mittelwert und

Standardabweichung der Expression im Zytoplasma
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4. Diskussion

4.1 Klinische Zusammenhange

Um mogliche Zusammenhange zwischen dem USP8 Mutationsstatus und dem
klinischen Phanotyp bei MC herauszufinden, wurden die klinischen Daten der

Patienten mit bereits bekanntem Mutationsstatus analysiert.

Das Alter bei der ED des MC (WT 52 vs. Mut 41,5 Jahre) war in unserer Kohorte
in den WT Tumoren signifikant hoher als in den mutierten Tumoren. Die Patienten
mit mutierten Hypophysentumoren waren im Schnitt 10 Jahre junger als
Patienten vom USP8 WT. Auch bei gesonderter Auswertung der Patienten mit

Ersttumoren waren die Patienten mit USP8 mutierten Tumoren signifikant jinger.

Das bestatigt vorherige Studien, die ebenfalls zeigen konnten, dass Patienten mit
USP8 Mutation zu einem friheren Zeitpunkt mit MC diagnostiziert worden sind
und im Schnitt 4-10 Jahre jinger bei ED als Patienten vom WT waren.123.119.138
Eine weitere Studie ergab ein Durchschnittsalter von USP8 mutierten MC
Patienten von 43,9 Jahren, was den Daten aus unserer Studie sehr dhnelt.'?* Bei
einer Studie mit Kindern fiel auf, dass die Patienten mit einer USP8 Mutation bei
der Diagnose tendenziell alter und nicht jinger waren. '8 Zusammenfassend sind
die Patienten mit mutierten Tumoren im Alter zwischen 36-43,9 Jahren bei ED

und deutlich junger als Patienten mit WT Tumoren.

Bei der Geschlechterverteilung ergab sich in unserer Studie in den corticotropen
Tumoren insgesamt eine weibliche Dominanz. Die USP8 mutierten Tumore
wiesen eine relative Haufigkeit des weiblichen Anteils der Patienten von 100%
auf. Der USP8 WT ergab eine relative Haufigkeit von Frauen mit 62,37% und von
Mannern mit 37,63%. Der Anteil von Frauen war in mutierten Tumoren statistisch
signifikant hoher als in WT Tumoren. Insgesamt ergaben Studien eine hdhere
Pravalenz von Frauen in den USP8 mutierten Tumoren (35-60%)'19.120.123 was
eine sekundare Folge eines Ostrogenen Effekts auf die UPS8 mutierten Zellen

sein kdnnte.123

Der BMI zeigte in unserer Studie keinen signifikanten Unterschied zwischen

mutierten und WT Tumoren. Bisher konnte nur in einer Studie mit Kindern eine
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Korrelation zum BMI hergestellt werden; hier hatten die padiatrischen Patienten

einen niedrigeren BMI, die einen USP8 mutierten Tumor hatten.4®

Im praoperativen Hormonlabor (Mitternachts Cortisol, 1mg Dexamethason
Hemmtest, 24 Stunden Urincortisol, CRH Test, ACTH) zeigten sich in unserer
Kohorte in USP8 mutierten und WT Tumoren ahnliche Mittelwerte. Da mutierte
Tumore jedoch tendenziell kleiner sind, konnte das auf eine hdhere
Sekretionskapazitat pro Einheit des Tumorvolumens schlieRen lassen.'® Der
praoperative basale Cortisolspiegel war sogar signifikant hoher in den mutierten
Tumoren. Auch Ma et al. konnten ahnliche Werte fur den Plasma ACTH-Spiegel,
das Mitternachts Serum Cortisol und das 24 Stunden Urincortisol in mutierten

und WT nachweisen.®

Bei der Auswertung der Tumorgrofde konnte in unserer Kohorte ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den WT und mutierten USP8 Tumoren
beobachtet werden. Der maximale Diameter betrug bei den WT Tumoren im
Mittelwert 14,9 mm, wahrend er bei den mutierten Tumoren nur 8,8 mm ergab
und die mutierten Tumore somit deutlich kleiner waren. Zudem zeigte sich nach
gesonderter Auswertung der Ersttumore nach Ausschluss der Rezidivtumore
auch hier ein signifikanter Unterscheid mit deutlich kleineren USP8 mutierten

Tumoren.

Auch bei Ma et al. lag der grof3te Zusammenhang zum Mutationsstatus in der
TumorgrofRe, die sich dort ebenfalls signifikant kleiner in USP8 mutierten
Tumoren zeigte."® Auch Hayshi et al. beobachteten kleinere Adenome bei den
mutierten Patienten mit einem maximalen Tumordiameter von 9,1 mm
(Mittelwert). Bei den WT Tumoren lag er bei 16,3 mm.'38 Ballmann et al. gaben
bei mutierten Tumoren eine DurchschnittsgroBe von 11,4 mm."'?* Bei Rivas et al.
ergab die maximale AdenomgrofRe jedoch keinen signifikanten Unterschied

zwischen USP8 mutierten und WT Tumoren.23

Die relative Haufigkeit der Invasivitat der Hypophysentumore in umliegendes
Gewebe war bei den beiden Patientengruppen in unserer Kohorte mit jeweils

circa 39% nahezu identisch. Bei Ma et al. zeigten 41% der untersuchten WT

53



Tumore eine Invasion in den parasellaren Raum und bei den mutierten Tumoren
waren nur 13% invasiv wachsend.''® Hayashi et al. beschrieben bei WT Tumoren
haufiger (64,1%) eine Invasion in den Sinus cavernosus als mutierte Tumore
(42,9%), jedoch ohne statistische Signifikanz.'®® Hier lasst sich eine Korrelation

zur Tumorgrofde vermuten.

Bei unserer Patientenkohorte zeigte sich ein mutationsabhangiger Unterschied
hinsichtlich der totalen Resektion des Tumors, der bei den mutierten Tumoren
signifikant mit 90% (Mut) vs. 58% (WT) hoher war, was moglicherweise auf die
kleinere Tumormasse bei den mutierten Tumoren zurtckzufihren sein konnte.
Wir konnten zeigen, dass vollstandig resezierte Tumore tendenziell eine kleinere
Tumorgrofle aufwiesen als solche, die subtotal reseziert wurden; bei den WT
Tumoren mit einem signifikanten Unterschied. In anderen Studien wurden bisher
keine Unterschiede zwischen mutierten und WT Tumoren hinsichtlich der

Resektion gemacht.

Insgesamt traten bei 43,1% der Patienten mit WT Hypophysenadenomen und bei
32,3% der Patienten mit mutierten Adenomen eines oder mehrerer Rezidive auf.
Der Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant. Zudem kann hier nur eine
deutlich eingeschrankte Aussage Uber das Auftreten eines Rezidives gemacht

werden, da es kein standardisiertes Follow-Up der Patienten gab.

Ma et al. konnten in einem Follow-Up von einem Monat bis 9 Jahren bei Patienten
mit initialer Remission keine Relation hinsichtlich der Rezidivrate zum USP8
Mutationsstatus demonstrieren. Die postoperative Rezidivrate lag bei den WT
Tumoren bei 25,8% und bei den mutierten Tumoren bei 20,7%.""° Bei Kindern
traten interessanterweise Rezidive wesentlich haufiger bei USP8 mutierten

Patienten auf.148

Zusammenfassend liegt nach der transsphenoidalen Resektion insgesamt eine
deutlich hohe Rezidivrate der corticotropen Adenome vor. Die hohere Rezidivrate
in unserer Kohorte in WT Tumoren kdnnte durch die groReren Tumore in dieser
Gruppe und die damit verbundenen haufiger verbliebenen Tumorreste

moglicherweise erklarbar sein. Eine Regression hinsichtlich mdglicher
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Pradiktoren fur das Auftreten von Rezidiven konnte aufgrund vieler fehlender

klinischer Parameter in der Datenerhebung nicht gerechnet werden.

4.2 Deregulierte Proteine und USP8
4.2.1 USPS8

In den letzten Jahren wurde in mehreren Studien mit ACTH-produzierenden
Adenomen die somatischen Hotspotmutationen im Deubiquitinase Gen USP8 in
35-62% der Tumore entdeckt. Das mutierte USP8 wurde hauptsachlich gehauft
nuklear beobachtet. In unserer Kohorte zeigte sich die Expression von USP8 wie
erwartet im Nukleus signifikant erhdht in den mutierten Tumoren im Vergleich
zum WT.

4.2.2 EGFR

Vorige Studien demonstrierten eine Uberexpression des Wachstumsfaktors
EGFR in corticotropen Adenomen.”® Auch speziell in USP8 mutierten Zellen
konnte bereits eine hodhere Inzidenz der EGFR Expression beschrieben

werden. 119

Es konnte aullerdem gezeigt werden, dass das mutierte USP8 durch eine héhere
DUB Aktivitat zu einem gesteigerten Recycling von EGFR fuhrt und zu einer
Verstarkung des EGFR-induzierten MAPK Signalwegs ERK1/EKR2. Die
Fahigkeit EGF zu binden ist erhdht und es lie sich eine gesteigerte POMC
mRNA Expression und folglich eine groRere ACTH-Sekretion beobachten.9 120
Allerdings erwies eine nachfolgende Studie eine vom USP8 Mutationsstatus
unabhangige EGFR Expression.'3 Eine weitere Studie ergab kirzlich einen
niedrigeren Prozentsatz der EGFR positiven USP8 mutierten Tumore im
Vergleich zu anderen publizierten Kohorten.'?*

In meiner Kohorte zeigt die EGFR Expression in der Membran keinen
signifikanten Unterschied in den mutierten Tumoren im Vergleich zum WT, was
die Theorie, dass die USP8 Hyperaktivitat direkt mit dem EGFR Recycling

korreliert, nicht unterstitzt. Nach nachfolgendem Einbezug der Proben aus
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Hamburg durch |. Weigand wurde sogar eine signifikante Verminderung in den
mutierten Tumoren im Vergleich zum WT demonstiert.'4® Das lasst vermuten,

dass andere Faktoren in der erhohten ACTH — Produktion involviert sein missen.

Araki et al. konnten eine Uberexpression des Transkriptionsfaktors E2F1 sowie
von Cyclin E in Tumoren mit EGFR Expression beobachten. Da es dort keinen
signifikanten Unterschied in der Expression von P27/Kip1 gab, wurde vermutet,
dass die Signalkaskade einer EGFR-E2F1-Cyclin E Sequenz folgen konnte,
ohne eine signifikante Rolle fur P27/Kip1. Es wurde demonstriert, dass
corticocotropes EGFR Signaling die E2F1-vermittelte Induzierung von POMC
und ACTH in MC hochreguliert und eine wichtige Rolle in der corticotropen
Tumorgenese spielen konnte.'*® E2F1 konnte somit auch ein potenzielles

Zielprotein von USP8 sein, das es zu untersuchen gilt.
4.2.3 P27/Kip1

Der CDKI P27/Kip1 wurde zuvor in einer Subgruppe von corticotropen Tumoren
als vermindert exprimiert beschrieben.”’ P27/Kip1 ist ein CDKI und ein
Tumorsuppressor-Gen, welches an der Zelldifferenzierung beteiligt ist.’® Die
Ursache fur die Herabregulation ist jedoch bisher unbekannt und Faktoren, die

an der Translation beteiligt sind, zeigten sich alle unverandert.”®

In dieser Kohorte konnten wir eine reduzierte Expression von P27/Kip 1 im
Nukleus sowie auch im Zytoplasma in den USP8 mutierten Tumoren im Vergleich
zu den USP8 WT Tumoren feststellen. Auch im Vergleich zu den inaktiven und
somatotropen Tumoren konnte eine Verminderung in den USP8 mutierten
Adenomen im Nukleus beobachtet werden. Eine Herabregulation von P27/Kip1
konnte madglicherweise in einer erhdhten Zellzyklusprogression resultieren und
somit zur Zellproliferation beitragen.

USP8 Mutationen scheinen zusammenfassend mit einem erniedrigten Spiegel
von P27/Kip1 einherzugehen, jedoch ist die Ursache daflir ungeklart, da es keine
Hinweise darauf gibt, dass P27/Kip1 durch die Deubiquitinierung reguliert wird.

Man kénnte vermuten, dass ein anderes Protein von USP8 deubiquitiniert wird
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und dieses Protein dann durch das verstarkte Recycling erhoht vorhanden ware

und far die Reduzierung von P27/Kip 1 verantwortlich sein konnte.

Interessanterweise zeigte sich in einer vorigen Studie eine hdhere Frequenz der
Herabregulation von P27/Kip in corticotropen Adenomen, die hohe EGFR Spiegel
aufwiesen.”” Da die Aktivierung der EGFR-MAPK Signalkaskade die
Degradierung von P27/Kip1 induziert, wurde spekuliert, dass durch die USP8
Mutation durch eine Aktivierung des EGFR Signaling der Abbau von P27/Kip1
beschleunigt wird."'%1%7 Reduzierte Spiegel von P27/Kip1 in corticotropen
Tumoren wurden zudem mit phosphorylietem EGFR am Aminosaurerest
Tyr9927% in Verbindung gebracht, welches in der Lage ist Phospholipase C-y
(PLC) zu binden. PLC wiederrum fordert den Export von P27/Kip1 vom Nukleus
in das Zytoplasma, wo es dann abgebaut wird."®' Bisher wurde der
Phosphorylierungs-Status von EGFR in corticotropen Tumoren jedoch nicht
untersucht.’%120 PLC konnte somit ebenfalls ein potenzielles Zielprotein von
USP8 sein und durch seine erhdhte Expression die P27/Kip1 Spiegel reduzieren.
Auch der in corticotropen Tumoren neu entdeckte Tumorsuppressor CABLES1
reguliert durch die Inaktivierung von CDKs den Zellzyklus. Seine
Immunreaktivitat zeigte sich in Gber der Halfte der MC Tumore erniedrigt und
korrelierte mit der Abwesenheit von P27/Kip1. Da CABLES1 p27/Kip1 stabilisiert,
konnte sein Verlust Uber eine Herabregulation von P27/Kip1 zur Entwicklung von

corticotropen Tumoren beitragen.?’

In einer auf dieser Arbeit aufbauenden Versuchsreihe konnte durch Weigand et
al. in den USP8 mutierten Tumoren im Zytoplasma eine signifikante
Verminderung von CABLES1 im Vergleich zum WT beobachten. Das lasst eine
Korrelation von CABLES1 und P27/Kip1 in USP8 mutierten Tumoren
vermuten.'3 Von Interesse wird zudem sein, ob der von Araki et al. demonstrierte
EGFR-E2F1 Weg mit den Veranderungen von CABLES 1 korreliert.' Um zu
testen, ob P27/Kip1 in unmittelbarer Nahe zu USPS8 liegt, fuhrten Weigand et al.
zudem bei einer kleinen Gruppe von corticotropen Tumoren einen Proximity

Ligation Assay durch. Hier zeigte sich, dass nur in den USP8 mutierten Tumoren,
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USP8 und P27/Kip1 eng beieinanderliegen, hochstwahrscheinlich in demselben

Komplex.'43

Insgesamt ist eine Korrelation zwischen den reduzierten p27/Kip1 Spiegeln und
der USP8 Mutation sehr wahrscheinlich, der Grund dafir konnte in der

Deubiquitinierung eines anderen, noch nicht identifizierten Proteins liegen.
4.2.4 Cyclin E

Cyclin E ist ebenfalls ein Zellzyklusregulator und wurde in corticotropen

Adenomen in Studien als iberexprimiert beschrieben.”#13%

Durch eine Bindung von p27/Kip1 an den Cyclin E-CDK2 Komplex wird dessen
Aktivierung verhindert und der Zellzyklus bei G1 kontrolliert.”2135.152

Es konnte eine Korrelation bei Mausen zwischen einer Cyclin E Uberexpression
und gleichzeitigem Mangel an p27/Kip1 mit einer Erhdhung der Inzidenz von
Hypophysenadenomen, ihrer GroRe sowie ihrer Proliferationsindexe festgestellt
werden.'?? In einer weiteren Studie mit Zebrafischen und murinen corticotropen
Tumoren mit MC, konnte mit dem CDKI Seliciclib eine Suppression der ACTH
Sekretion demonstriert werden. Zudem zeigte sich eine Herabregulation von
Cyclin E und eine Induktion der Zellzyklus-Terminierung durch die Hochregulation
von p27, p21 und p57.1%3

Cyclin E konnte somit eins der mdglichen Proteine sein, die durch ihre
Uberexpression fiir die Herabregulation von p27/Kip1 in mutierten USP8
Tumoren verantwortlich sind. Cyclin E wurde jedoch kurzlich mit einer
Uberexpression des Transkriptionsaktivators E2F1 und EGFR in Verbindung
gebracht, ohne eine Verringerung von p27/Kip1. Hier wurde vermutet, dass die
Signalkaskade einer EGFR-E2F1-Cyclin E Sequenz folgen konnte, ohne eine
signifikante Rolle fiir p27.149

In unserer Kohorte zeigte der Zellzyklusregulator Cyclin E eine erhohte
Expression in allen untersuchten Hypophysenadenomen im Vergleich zur
normalen Hypophyse. In corticotropen Tumoren zeigte sich die Expression

jedoch mutationsunabhangig, was die Hypothese, dass Cyclin E fir die niedrigen
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p27/Kip1 Spiegel verantwortlich ist und ein Zielprotein von USP8 ist, in Frage

stellt.
4.2.5 CRHR1

Die Expression des Oberflachenrezeptors CRHR1 wurde in corticotropen
Tumoren in der Literatur als erhoht beschrieben, was bisher eher als Folge einer
gestorten Rezeptorregulation und nicht als Pathogenese des MC gesehen

Wurde_154,92,93

In unserer Untersuchung zeigte sich die Expression des membrandsen
Rezeptors jedoch unabhangig vom Mutationsstatus im Nukleus sowie im
Zytoplasma. Das macht CRHR 1 als mdgliches Zielsubstrat von USP8 eher

unwahrscheinlich.
4.2.6 AVPR1b

Corticotrope Tumore wiesen in Studien ebenfalls eine erhdhte Expression der
verschiedenen Arginin-Vasopressin-Rezeptoren (AVPR) auf, welche unter
normalen Bedingungen durch Vasopressin aktiviert werden und die
stimulierenden Effekte von CRH auf die ACTH Sekretion potenzieren 9296154

AVPR1b nahm bisher die grof3te Rolle hinsichtlich der ACTH-Stimulation ein.
Hohe Expressionen von AVPR1b kdnnten demnach eine Schusselrolle in der
Uberproduktion von ACTH spielen.®9” Der Mechanismus ist jedoch bisher
ungeklart und es konnten keine Mutationen in dem flir AVPR1b kodierenden Gen

gefunden werden.%

Unsere Immunhistochemie zeigt Uberraschend eine insgesamt sehr niedrige
Proteinexpression von AVPR1b. Sie war auch weitestgehend unabhangig vom
Mutationsstatus und zeigte in der Membran ahnliche H-Scores fur USP8 mutierte
Tumore und WT Tumore, was AVPR1b als direktes Substrat von USP8 in
corticotropen Adenomen unwahrscheinlich macht. Die 5 normalen Hypophysen
(NH) und die somatotropen Tumoren zeigten kontrar zur Literatur hdéhere
Proteinexpressionen von AVPR1b im Vergleich zu den corticotropen Tumoren in

der Membran. Diese Diskrepanz kdnnte an der geringen Fallzahl der gesunden
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Hypophysen liegen (n=5) oder an der Tatsache, dass in dieser Studie die
Proteinspiegel analysiert worden sind, und nicht nur die mRNA Expression wie
dies in einer anderen Publikationen der Fall war.?6.1%* Hohe mRNA Expressionen
gehen nicht zwangslaufig mit einer erhdhten Proteinexpression einher, da es
mehrere Wege gibt, um die Proteinstabilitat posttranslational zu regulieren, zum

Beispiel durch Ubiquitinierung. 55157

Eine Herabregulation von Rezeptoren, eingeschlossen die Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren, wurde zuvor oft als ein Regulationsmechanismus der
Zellen als Antwort auf eine lange und wiederholte Aktivierung dieser Rezeptoren,
beschrieben.'®® Die verringerte Expression von AVPR1b kdnnte daher durch eine
erhdohte Vasopressin Stimulation in corticotropen Adenomen im Vergleich zur
normalen Hypophyse und somatotropen Tumoren bedingt sein. Das wirde nicht
mit der bisher beobachteten Ansprechbarkeit von corticotropen Adenomen auf
Desmopressin, einem synthetischen AVP Analogon, das an alle 3 AVP
Rezeptoren bindet, Ubereinstimmen.®* Es wiirde allerdings mit der Beobachtung
einhergehen, dass AVPR1b, trotzt vorhandener Expression in primaren

corticotropen Zellkulturen, nicht auf Desmopressin anspricht. %8
4.2.7 TR4

Der Transkriptionsfaktor TR4 ist in gesunden corticotropen Zellen nahezu
ausschlieBlich im Zytosol exprimiert. Er wurde in ACTH-produzierenden Zellen
jedoch gehauft im Nukleus beobachtet. In vitro konnte bei einer TR4
Uberexpression eine erhdhte POMC Transkription und ACTH Sekretion gezeigt
werden, sowie eine direkte Bindungsstelle fur TR4 an dem POMC Promoter.
Ebenso zeigte sich in vivo ein direkter Einfluss der TR4 Expression auf das
Tumorwachstum.®® TR4 interagiert zudem mit GR und spielt somit eine Rolle in
der Glukokortikoid-induzierten POMC Suppression.'® Es zeigte sich, dass die
negative Regulation des GR auf die POMC Transkription und ACTH Sekretion
durch das Interagieren mit TR4 tberwindet werden konnte, was darauf hinweisen
konnte, dass TR4 die Resistenz gegen das negative glukokortikoide Feedback
fordert.1% TR4 konnte daher als interessantes Angriffsziel fur die

pharmakologische Therapiekontrolle des MC dienen.
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In unserer Kohorte zeigte sich bei der Beurteilung von TR4 jedoch kein
signifikanter Unterschied zwischen USP8 mutierten und USP8 WT Tumoren im
Zytoplasma und im Nukleus. Auch der Vergleich zu anderen Hypophysentumoren
ergab keine Veranderung. Wir konnten daher nicht die Ergebnisse von Du et al.,
die eine Uberexpression in corticotropen Adenomen beschrieben, bestatigen.
Das konnte jedoch auch an Unstimmigkeiten hinsichtlich des verwendeten
Antikérpers liegen aufgrund der unzureichenden Beschreibung des TR4

Antikorpers in der Studie von Du et al.%®
4.2.8 HSP90

Das Chaperon HSP90 wurde kurzlich in corticotropen Adenomen als
uberexprimiert beschrieben. Durch die HSP90-GR Bindung resultiert eine
erhohte Inhibierung der GR Aktivitat.""" Dadurch ist der GR nicht mehr fahig, die
POMC Promoter Aktivitat und die ACTH Sekretion effizient zu hemmen, was zu
einer reduzierten negativen Feedback Regulation der POMC Transkription
fahrt. 10

In unserer Kohorte war die Expression von HSP90 im Zytoplasma unabhangig
vom USP8 Mutationsstatus. Im Nukleus zeigte sich allerdings eine signifikant
hdhere Proteinexpression in den USP8 mutierten Adenomen. Da das mutierte
USP8 ebenfalls seine Lokalisation im Nukleus hat, kdnnte man vermuten, dass
HSP90 ein nukleares Zielprotein von USP8 ist, da HSP90 an GR bindet und

ebenfalls im Nukleus lokalisiert ist.1%°

Es ist daher moglich, dass USP8 HSP90 im Nukleus deubiquitiniert und die
erhdhte Expression von HSP90 die negative Regulation der POMC Transkription
auf die Aktivitat des GR inhibiert. Schlussfolgernd kénnte in dem Kontext der
USP8 Mutationen die Inhibierung des GR durch erhohte HSP9O0 Protein Spiegel
von therapeutischer Relevanz sein. Riebold et al. zeigten, dass die Inhibierung
von HSP90 mit Silibinin die ACTH Sekretion von At-T20 Zellen in vivo und in vitro
reduzierte.” Silibinin kdnnte demnach fir Patienten, die Trager der USP8

Mutation sind, von besonderem Interesse in Zukunft sein.
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4.2.9 CREB, pCREB und PKA

In Hinsicht auf die Lokalisation im Nukleus von USP8, koénnte der
Transkriptionsfaktor CREB ein mdglicher Kandidat fur die USP8 Regulation sein.
Er ist ebenfalls im Kern lokalisiert, wird durch PKA phosphoryliert und ist an der
POMC Promoter Aktivierung beteiligt. CREB wurde daher in seinem inaktiven
unphosphorylierten und in seinem aktiven phosphorylierten Zustand untersucht.
In unserer Studie zeigte sich im Nukleus eine signifikant hohere
Proteinexpression von pCREB in den USP8 mutierten Tumoren im Vergleich zum
WT. Nur pCREB ist in der Lage an cAMP Response Elements (CREs) zu binden
und die POMC Promoter Aktivierung zu induzieren. Da die Expression des
unphosphorylierten CREB jedoch mutationsunabhangig war, kénnte vermutet
werde, dass PKA moglicherweise dereguliert ist. Weigand et al. konnten durch
eine Einbringung der P720R USP8 Mutation in eine At-T20 corticotrope Zelle,
erhohte Spiegel von phospho-CREB feststellen. 43

Das lasst suggerieren, dass entweder pCREB oder PKA ein direktes Zielprotein
von USP8 ist. Das erhohte pCREB konnte folglich durch die Aktivierung der
Transkription des POMC Promoters, zu einer verstarkten ACTH-Sekretion

fuhren.

PKA zeigte in unserer Kohorte eine Tendenz zu einer hoheren Expression in den
mutierten Tumoren im Nukleus, jedoch ohne statistische Signifikanz. Aufgrund
der niedrigen Fallzahl ist diese Untersuchung jedoch nur eingeschrankt

aussagekraftig.

4.3 Limitationen und Starken der Studie

Diese Studie birgt wie jede wissenschaftliche Arbeit mogliche Limitationen und

Fehlerquellen.

Kleine Tumore sind in dieser Serie mit hoher Wahrscheinlichkeit
unterreprasentiert, da von diesen Tumoren zu wenig Tumormaterial nach der

pathologischen Aufbereitung zur Verfligung steht. Diese Fehlerquelle kann leider
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nicht korrigiert werden und muss bei der Interpretation berucksichtigt werden.
Auch durch menschlichen oder technischen Einfluss entstandene Artefakte
konnten die Auswertung der Ergebnisse beeintrachtigen. Teilweise konnen
beispielsweise = Gewebedenaturierungen vor der immunhistochemischen
Farbung zu verfalschten Ergebnissen fuhren. Menschliche Fehler kdnnten
zudem bei der Auswertung der immunhistochemischen Proben auftreten, wie
zum Beispiel durch Fehler beim Einschatzen des betroffenen Prozentsatzes oder
bei der Einordnung der Zellen in die verschiedenen Farbeintensitaten. Hier kann
ebenso die Einschatzung der Abgrenzung zum normalen gesunden Gewebe
limitierend sein. Diesem Aspekt wurden aber dadurch Rechnung getragen, dass
die Auswertungen unabhangig von 2 Untersuchern (neben mir Frau Dr. rer. nat.
Isabel Weigand) durchgeflihrt wurde und die Proben bei Unstimmigkeiten erneut

beurteilt wurden.

Eine Limitierung dieser multizentrischen Studie ist zudem die unvollstandige
Aufzeichnung der hormonellen Laborergebnisse sowie das Fehlen von
einheitlichen diagnostischen Protokollen. Die retrospektive Erhebung der
klinischen Daten war in unserer Studie durch viele nicht vorhandene Parameter
nicht mit der gewlnschten Fallzahl auswertbar. Das klinische Follow-Up und das
postoperative Management der Patienten waren nicht standardisiert und Daten
zu Rezidiven und zur Remission waren nur eingeschrankt verfigbar. Das

Anlegen eines Registers fur weitere Studien ware hier sinnvoll.

Aufgrund der Raritat dieser Tumorentitat, wurden die Proben multizentrisch Gber
die letzten Jahrzehnte gesammelt. Insgesamt lag uns eine eher geringe Fallzahl
vor. Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung stellt diese Serie aber eine sehr
grol3e dar. Nach unserem Wissen ist das die bisher weltweit grof3te Studie mit 78
corticotropen Tumoren mit bekannter USP8 Mutation (davon 17 USP8 mutiert),

in der 11 verschiedene corticotrop-relevante Proteine untersucht worden sind.

In dieser Studie wurde mit dem ersten Tissue Micro Array weltweit, der eine so
grolRe Fallzahl von ACTH-produzierenden Tumoren umfasst, gearbeitet. Im

Vergleich zu gewohnlichen ganzen Objekttragern, erlaubt der TMA eine
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immunhistochemische Farbung einer grof3en Anzahl von Tumoren gleichzeitig,

was den Prozess verkurzt und die Farbekonditionen vereinheitlicht.

Hinsichtlich der klinischen Daten ist es ebenfalls die bisher gréfite Studie, die 125
Patienten mit corticotropen Hypophysenadenomen und bekanntem USP8
Mutationsstatus (davon 34 USP8 mutierte) eingeschlossen und die klinischen

Daten in Korrelation zum Mutationsstatus gesetzt hat.

4.4 Ausblick

Unsere Ergebnisse kdénnten zusammen mit den vorigen Studien wichtigen
klinischen Einfluss haben.

USP8 mutierte Tumore sind haufig Mikroadenome, was es schwierig macht, sie
mittels MRT Verfahren sowie intraoperativ zu detektieren. Man konnte
mutmalen, dass Patienten mit kleinen Tumoren, die schwierig oder gar nicht im
MRT zu erkennen sind, wahrscheinlich Trager der USP8 Mutation sind.
Besonders Frauen (Pravalenz 43-68%) zwischen 36-43,9 Jahren kdnnten hier
betroffen sein. Solche Patienten kdnnten von einer Inhibierung der USP8 Aktivitat
oder der Inhibierung von Zielproteinen von USP8 profitieren.

Wir sind auf einem guten Weg die molekulare Pathogenese des Morbus Cushing
zu ergrunden. Obwohl die Mehrheit der Falle durch eine transsphenoidale
Resektion geheilt werden kann, ist die Rezidivrate signifikant. Es gilt daher, die
prazisen molekularen Veranderungen zu verstehen und fir die bekannten
Mutationen spezielle Behandlungsmaglichkeiten zu etablieren. Ein besseres
Verstandnis ist essenziell, um die bestmogliche Therapie zu gewahrleisten und
diese Studie fugt einen weiteren Teil zur Ergrindung der Pathogenese des MC

hinzu.

Unsere Ergebnisse demonstrieren eine mdgliche Rolle der USP8 Mutationen in

der Degradierung von p27/Kip1 und der Uberexpression von HSP90, welche

schon in vorigen Studien mit einer erhdhten ACTH Sekretion in MC in

Verbindung gebracht werden konnten."" Diese Entdeckung konnte klinische

Relevanz haben, da bereits existierende Inhibitoren, insbesondere der HSP90
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Inhibitor Silibinin, eine mogliche Therapie fur Patienten mit USP8 Mutationen
darstellen konnte. Silibinin wird in der Klinik bereits genutzt und ist mit einer
hohen Sicherheit assoziiert."" Weiterhin konnte eine Korrelation zwischen den
USP8 Mutationen und erhdéhten Expressionen des phosphorylierten CREB
demonstriert werden, was ebenfalls zu einer erhohten ACTH Produktion der

Tumore beitragen konnte.
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5. Zusammenfassung

MC ist eine seltene, lebensbedrohliche Erkrankung mit einer bisher unvollstandig
verstandenen Pathogenese. Die zugrundeliegenden ACTH-produzierenden
Adenome beherbergen in 35-62% somatische Mutationen im USP8 Gen. Die
aktivierenden Mutationen machen USP8 hyperaktiv und verhindern damit den
Abbau von Zielproteinen und kdénnten somit fir die erhdhte ACTH-Produktion
sowie die Tumorgenese verantwortlich sein.

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss von USP8-Mutationen auf Proteine, die in
MC dereguliert sind, zu identifizieren. Zudem wird untersucht, ob es
Zusammenhange der klinischen Daten bei Patienten mit bekanntem
Mutationsstatus gibt.

Far die Analyse der klinischen Daten wurden Patienten eingeschlossen, die sich
zwischen 1997 und 2016 einer transsphenoidalen Operation in der Uniklinik
Hamburg, Wdurzburg oder Erlangen unterzogen haben. Einschlusskriterien
umfassten eine histopathologische Bestatigung eines ACTH-immunreaktiven
Hypophysenadenoms sowie Gewissheit Uber den USP8 Mutationsstatus. Die
Daten wurden von 125 unterschiedlichen Patienten mit 127 corticotropen
Tumoren ausgewertet (34 USP8 mutiert, 93 USP8 WT). Von dem oben
genannten Patientenkollektiv der ACTH-produzierenden Tumore flir die
Auswertung der klinischen Daten, lagen uns insgesamt Proben von 78 dieser
Tumore zur immunhistochemischen Farbung vor. Zudem wurde weitere Proben
von Hypophysenadenomen und normalen Hypophysen als Vergleichsgruppe
gefarbt und untersucht. Insgesamt wurden 111 Hypophysenadenome, von denen
78 corticotrop (61 USP8-WT und 17 USP8 mutiert), 14 somatotrop und 19 inaktiv
waren, sowie 5 normale Hypophysen untersucht. Die bereits mit MC assoziierten
deregulierten Proteine (USP8, EGFR, P27/Kip1, Cyclin E, CRHR1, AVPR1b,
TR4, HSP90, CREB, pCREB, PKA) wurden immunhistochemisch untersucht.
Wahrend bei den USP8 mutierten Tumoren die Patienten zu 100% weiblich
waren, ergab die relative Haufigkeit der Frauen bei den WT Tumoren nur 62%.
Die Patienten mit USP8 Mutation waren bei der ED des MC im Schnitt 10 Jahre
junger als die vom WT (WT 51,7+1,7 Jahre vs. Mut 41,5+2,8 Jahre; p=0,002).

Der basale praoperative Cortisolspiegel zeigte sich signifikant héher in mutierten
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Tumoren (WT 201,9+24,6 vs. Mut 219,9+16,2 pg/l; p= 0,048) und die ACTH-
Spiegel ergaben ahnliche Werte bei WT und mutierten Hypophysenadenomen.
Die Tumorgréfe war signifikant kleiner in den USP8 mutierten Adenomen (WT
14,9+1,1 vs. Mut 8,8+1,0 mm; p=0,001). Wahrend die Invasivitatsrate der Tumore
sich ahnlich zeigte, lag bei den WT Adenomen signifikant haufiger eine subtotale
Resektion des Tumors vor als bei den mutierten Tumoren vor (VT 41,8% vs. Mut
9,4%; p=0,001). Die Rezidivrate ergab keinen signifikanten Unterschied (WT
43,1% vs. Mut 32,3%).

Wahrend die meisten der mittels Immunhistochemie untersuchten Proteine
keinen Unterschied in der Expression zwischen USP8 mutierten und WT
Tumoren zeigten, war der Zellzyklusinhibitor p27/Kip1 signifikant reduziert in
mutierten Tumoren (H-Score WT 2,0£1,0 vs. Mut 1,1+1,1; p=0,004). Im
Gegensatz dazu, zeigte sich das Chaperon HSP90 im Nukleus starker exprimiert
(H-Score WT 0,210,4 vs. Mut. 0,50,5; p= 0,029) und die Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktor CREB war erhéht in mutierten Tumoren im Vergleich zum
WT (H-Score WT 0,7£0,7 vs. Mut 1,31£0,9; p=0,014). Das lasst vermuten, dass
p27/Kip1, HSP90 und pCREB direkte oder indirekte Zielproteine von USP8 sind
und daher potenzielle Ziele fur therapeutische Ansatze bei Patienten mit MC sein
konnten. Kontrar zu vorigen Studien, zeigte sich EGFR in den USP8 mutierten

Tumoren nicht Gberexprimiert.

Diese Studie ist ein weiterer Schritt zur Ergrindung der molekularen
Pathogenese des MC. Die genauen Veranderungen mussen weiter untersucht
werden, damit prazisere und fur die bekannten Mutationen spezifische Therapien

in Zukunft etabliert werden konnen.
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