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Abklrzungsverzeichnis
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ACC Adrenocortical Carcinoma = Nebennierenrindenkarzinom
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DFS Disease free survival

DNA deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure
dNDP Desoxyribonukleosid-Diphosphat
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EMT epidermal-mesenchymale Transition

ENT Equilibrative Nucleoside Transporter
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1 Einleitung

1.1 Nebennierenrindenkarzinom

1.1.1  Ubersicht, Pathogenese und klinisches Erscheinungsbild

Nebennierenrindentumore (Adrenocortical tumors = ACTs) unterteilen sich in haufige
»gutartige” Adenome (Adrenocortical Adenomas = ACAs) und seltene ,bosartige”
Karzinome (Adrenocortical Carcinomas = ACCs). Im Folgenden wird es vor allem um

maligne Tumore, also ACCs gehen.

Das ACC ist eine sehr seltene Erkrankung mit einer Inzidenz von 0,7 Neuerkrankungen
pro eine Million Einwohner pro Jahr. Es kann in jedem Lebensalter auftreten, zeigt
jedoch ein Erkrankungsgipfel im 5. Lebensjahrzehnt. Frauen sind mit rund 55% etwas
haufiger betroffen als Manner (Golden et al. 2009; Kebebew et al. 2006; Kerkhofs et al.
2013).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate ist abhdngig von dem Krebsstadium bei Diagnosestellung
(siehe Diagnostik und Einteilung, Kapitel 1.1.2) und variiert zwischen 82% fiir das ENSAT-

Stadium | und weniger als 15% fir Stadium IV (Fassnacht et al. 2009).

Die genaue Tumorgenese des ACCs ist noch nicht zufriedenstellend geklart (Fassnacht
et al. 2013). In vielen Fillen spielen eine IGF2-Uberexpression, TP-53 inaktivierende
Mutationen und eine kontinuierliche Aktivierung des WNT/B-catenin-Pathways eine
wichtige Rolle (Ragazzon et al. 2010; Ribeiro und Latronico 2012; Simon und Hammer
2012). Mithilfe multizentrischer Studien wurden in den letzten Jahren weitere
molekulare Alterationen gefunden, die mit der Pathogenese des ACCs verbunden

werden, beispielsweise eine ZNFR3 Mutation oder Deletion (Assié et al. 2014).

Das klinische Erscheinungsbild des ACCs hangt unter anderem davon ab, ob und welche
Hormone von ihm produziert werden. In bis zu 80% liegt eine aktive Hormonsekretion
vor. Eine autonome Glukokortikoid-Produktion kann klinisch unauffallig sein oder sich in
Form eines Cushing-Syndroms manifestieren. Sexualsteroid-Uberproduktion kann unter

anderem Virilisierung oder Gyndkomastie verursachen oder inapparent verlaufen.



Letzteres geschieht vor allem dann, wenn es sich um Ostrogene bei der Frau bzw.
Androgene beim Mann handelt. Die seltene Aldosteronproduktion prasentiert sich
durch Hypokalidgmie und Hypertonie. Hormonell inaktive ACCs kdnnen unspezifische
Symptome wie Ubelkeit, Schmerzen oder Obstipation verursachen, die durch die
intraabdominelle Raumforderung hervorgerufen werden (Else et al. 2014; Fassnacht et

al. 2013).

1.1.2 Diagnostik und Einteilung

Bei Raumforderungen im Bereich der Nebennierenloge ist differentialdiagnostisch
neben ACTs auch an Tumore des Nebennierenmarks zu denken. Wird eine
Raumforderung zufillig in einer Bildgebung entdeckt und hat noch keine Symptome
verursacht, wird sie auch Inzidentalom genannt. Meist handelt es sich dabei um
Adenome (80%), in 7% um Phdaochromozytome oder in 5% um Nebennierenmetastasen
beispielsweise von Bronchialkarzinomen. Nur 8% der Inzidentalome der Nebennieren

sind ACCs (Fassnacht et al. 2016).

1.1.2.1 Diagnostische Abklérung
Die Diagnostik umfasst vor allem die Bildgebung und die Hormondiagnostik. Ein

beispielhaftes Vorgehen im Falle eines Inzidentaloms bietet Abbildung 1.

Fiir eine moglichst genaue Darstellung der Raumforderung sollte eine
Computertomographie (CT) des Abdomens ohne Kontrastmittel durchgefiihrt werden.
Dabei liefern die gemessenen Hounsfield-Einheiten (HU) Anhalte auf mogliche
Malignitat (Grenzwert fur benigne Raumforderungen <10 HU). Alternativ kann eine
Magnetresonanztomographie (MRT) oder eine *8Fluor-2-desoxy-D-glucose-Positronen-
Emissions-Tomographie (FDG-PET) zur Unterscheidung zwischen malignen und
benignen Raumforderungen behilflich sein (Fassnacht et al. 2016). Zusatzlich sollte eine

CT des Thorax durchgefiihrt werden (Fassnacht et al. 2018). Die Tumorgrof3e kann einen



Anhalt auf moégliche Malignitdt geben (Rubin et al. 2016), da groBe Raumforderungen
ab 6,5-11cm karzinomverdachtig sind (Aubert et al. 2002; Fassnacht et al. 2013).

Weitere bildgebende Verfahren sollten nur bei klinisch Metastasen-verdachtigen

Lasionen angewandt werden (Fassnacht et al. 2018).

‘ Nebennieren - Inzidentalom l

Parallel unmA

Potentiell maligne?

Hormonell aktiv?
* KlinischeUntersuchung
* CTohneKontrastmittel * 1mgDexamethason-Test
* BeiUnklarheiten: ggf. FDG-PET, MRT oder * Plasma- oder Urin-Metanephrine
Kontrastmittel-CT * Aldosteron/Renin-Quotient *
* Sexualhormoneund Steroid-Vorlaufer **

— ===

| Méglichst eine definitive Diagnose finden |

/ Im multidisziplindrem Team besprechen |
\ \

Hormonell inaktive, ACA mit autonomer Klinisch relevanter Unklare
benigne RF Kortisol-Sekretion Hormon-Exzess oder Raumforderung
maligner Tumor
v v
Keine weiteren Weitere Ggf. Weitere Unter-
Untersuchungen Untersuchungen der Operation suchungen, Operation
Hormonproduktion oder Follow-up

* Nur bei Patienten mit Hypertonie und/oder Hypokalidmie
** Nur bei Patienten mit klinischen oder aus der Bildgebung stammenden Hinweisen auf ein ACC

Abbildung 1: Diagnostisches Vorgehen bei einer Raumforderung im Bereich der
Nebennierenloge fiir Patienten ohne Vorgeschichte eines extraadrenalen Malignoms.
Abkiirzungen: ACA: adrenokortikales Adenom, ACC: adrenokortikales Karzinom; Quelle:
(nach Fassnacht et al. 2016)

Das European Network for the Study of Adrenal Tumors (ENSAT) empfiehlt neben der
klinischen Untersuchung mit besonderem Augenmerk auf Zeichen fiir Steroid-
Uberexpression auch die Messung verschiedener Hormone und Metabolite (Dazu
gehoren der basale Kortisolwert, ACTH, Dihydro-Epi-Androstendion-Sulfat, 17-
Hydroxyprogesteron, Androstendion, Testosteron, Ostrogen und das freie Kortison im

Urin sowie die Durchfilhrung eines Dexamethason-Hemmtests. Im Falle von



Hypertension oder Hypokalidamie sollte aulRerdem der Aldosteron-Renin-Quotient
bestimmt werden.) (Fassnacht et al. 2013; Fassnacht et al. 2016; Fassnacht et al. 2018).
Neben der Identifizierung autonomer Hormon-Produktion muss auch ein

Phdaochromozytom ausgeschlossen werden (Fassnacht et al. 2018).

Eine Tumorbiopsie hat nur eine geringe diagnostische Sensitivitdt und kann in
Einzelfallen komplikativ verlaufen, sodass sie nur in Ausnahmefallen durchgefiihrt wird
(Fassnacht et al. 2018; Suman et al. 2017; Williams et al. 2014), beispielsweise wenn ein
metastasiertes Stadium vorliegt, das nicht operiert werden soll oder ein
histopathologischer Nachweis das Therapieregime verandern wiirde (Fassnacht et al.

2018).

Die Diagnose sollte in jedem Fall histopathologisch bestatigt werden (Fassnacht et al.

2018).

1.1.2.2 Differentialdiagnostik ACC versus ACA

Die Differenzierung zwischen ACC, ACA oder anderen Raumforderungen der Nebenniere
sollte moglichst zum Zeitpunkt der Diagnose erfolgen (Fassnacht et al. 2016). Bei
Inzidentalomen sollte initial eine Bildgebung und Hormondiagnostik (siehe
Diagnostische Abklarung, Kapitel 1.1.2.1) erfolgen. Im Falle einer moglichen Malignitat
sollte ein multidisziplindres Team entscheiden, ob der Tumor beobachtet oder operativ
entfernt und histopathologisch untersucht werden muss (Fassnacht et al. 2016). Die
histopathologische Bestimmung der Malignitdt von ACTs bleibt teilweise schwierig, weil
es derzeit keinen validierten molekularen diagnostischen Marker gibt (Berruti et al.
2012a). Alle unklaren Félle oder der Verdacht auf ein ACC sollte von einem
Referenzpathologen mit Schwerpunkt Nebennieren begutachtet werden (Fassnacht et
al. 2018). Das Standard-Scoring-System fir die Unterscheidung von ACCs und ACAs ist
der Weiss-Score bzw. der modifizierte Weiss-Score (Aubert et al. 2002; Fassnacht et al.
2018; Lau und Weiss 2009; Mihai 2015; Weiss 1984), der histopathologische
Charakteristiken wie beispielsweise die Mitoserate bewertet. Der Schwellenwert fir

Malignitat liegt bei 3 von 9 bzw. 7 Punkten (Aubert et al. 2002; Lau und Weiss 2009).



Einige Proteine sind in ACCs und ACAs unterschiedlich stark exprimiert und kénnten
einen Hinweis auf Malignitit geben. Hiufig wurde eine Uberexpression des Insulin-linke
growth factors 2 (IGF-2) in ACCs im Vergleich zu ACAs beobachtet (Giordano et al. 2003;
Kjellin et al. 2014).

Ein Beispiel flr einen vielversprechenden Marker flr Malignitat ist die Untereinheit 2
der Ribonucleotid Reduktase (RRM2). Grolmusz et al. konnten bei 154 untersuchten
ACTs eine signifikant hohere Proteinexpression von RRM2 bei ACCs (n=67) als bei ACAs
(n=87) feststellen. AuRerdem korrelierte sie mit dem Proliferationsmarker Ki67 (siehe

Prognostische Faktoren, Kapitel 1.1.3) (Grolmusz et al. 2016).

1.1.2.3 Stadieneinteilung

Die Tumor-Stadieneinteilung fir ACCs erfolgt seit 2009 nach der ENSAT-Klassifikation
(European Network for the Study of Adrenal Tumor Classification 2008, Tabelle 1) und
ersetzt seitdem die Einteilung nach UICC (Fassnacht et al. 2009; Fassnacht et al. 2018).
Demnach werden Tumoren bis zu 5 cm Durchmesser dem Stadium | zugeordnet und
Uber 5 cm dem Stadium II. Stadium Ill kann jede TumorgroRe enthalten, wenn einer der
folgenden Punkte erfiillt ist: Tumorinvasion in umgebenes Gewebe (T3), angrenzende
Organe oder Tumorthromben in der Vena cava inferior bzw. Vena renalis oder positive
Lymphknoten. Beim Vorhandensein von Fernmetastasen liegt Stadium IV vor (Fassnacht
et al. 2009). 45% der Patienten sind bei Diagnosestellung in den fortgeschrittenen

Tumorstadien Il und IV (Hoff und Berruti 2016).

Libé et al. schlugen 2015 eine modifizierte ENSAT-Klassifikation (mENSAT) vor, bei der
Stadium Il als T3-4NOMO definiert ist und Stadium IV anhand der Anzahl von Metastasen
betroffener Organe in IVa, IVb und IVc (2,3 und >3 betroffene Organe, wobei der
Primarius auch als Organ gezahlt wird) aufgeteilt wird (Libé et al. 2015) (vereinfacht in

Tabelle 1).



Tabelle 1: Tumorstadieneinteilung des adrenokortikalen Karzinoms

Stadium | ENSAT 2008 (Fassnacht et al. 2009) | mENSAT (nach (Libé et al. 2015))
| T1, NO, MO T1, NO, MO
] T2, NO, MO T2, NO, MO
T1-T2, N1, MO

I T3-T4, NO-N1, MO T3-T4, NO, MO

T1-T4, N1, MO-1

Oder T1-T4, NO, M1

Entwicklung der Einteilung des adrenokortikalen Karzinoms in Stadien

Abkiirzungen: T1: Tumoren < 5cm, T2: Tumoren >5 cm, T3: Tumorinfiltration in umgebendes Gewebe,
T4: Tumorinfiltration in angrenzende Organe oder Tumorthrombus in der Vena cava oder Vena renalis,
NO: keine positiven Lymphknoten, N1: positive(r) Lymphknoten, MO: keine Fernmetastasen, M1:
Vorhandensein von Fernmetastasen

v T1-T4, NO-N1, M1

1.1.3 Prognostische Faktoren

Die wichtigsten klinischen prognostischen Marker sind das ENSAT-Tumorstadium und
der Resektionsstatus (Erdogan et al. 2013; Fassnacht et al. 2010). Daruber hinaus sind
vor allem der Ki67-Index, eine autonome Kortisol-Sekretion und der Allgemeinzustand

des Patienten als prognostische Faktoren zu werten (Fassnacht et al. 2018).

Bei RO-resizierten Tumoren (Tumorentfernung im Gesunden mit mikroskopisch
tumorfreien Randern) hat das initiale ENSAT-Stadium jedoch nur eine limitierte Relevanz

als prognostischer Marker (Beuschlein et al. 2015).

Der wichtigste molekulare prognostische Faktor beim ACC ist der Proliferationsmarker
Ki67 (Beuschlein et al. 2015; Fassnacht et al. 2013). Beuschlein et al. schlugen daher eine
Einteilung der ACCs nach Ki67 vor: Grad 1 bei Ki67 < 10%, Grad 2 bei Ki67 zwischen 10
und 19% und Grad bei Ki67 220% (Beuschlein et al. 2015). Ki67 sollte bei jedem ACT

bestimmt werden (Fassnacht et al. 2018).

Bei fortgeschrittenen ACCs zeigten Libé et al. bei einer grolen Kohorte (n = 444)
zusatzlich zu dem Tumorstadium (in einer modifizierten Form, siehe Stadieneinteilung,
Kapitel 1.1.2.3) und dem Resektionsstatus auch eine Korrelation zwischen dem
Gesamtuberleben und dem Alter (>50 Jahre), dem Grading (Ki67 >20% und/oder Weiss
>6) sowie dem Vorhandensein tumorinduzierter Symptome (inkl. symptomatischer

Hormonuberexpression) (Libé et al. 2015).



Als negative Prognosefaktoren wurden eine positive Zellkern-Farbung von B-Catenin
und die Kortisol-Uberexpression beschrieben (Abiven et al. 2006; Berruti et al. 2014;

Gaujoux et al. 2011).

1.1.4 Therapie

1.1.4.1 Chirurgie

Die komplette Tumorresektion ist der einzige kurative Ansatz in der Behandlung des
ACCs (Hoff und Berruti 2016; Mihai 2015). Sie sollte moglichst durch Chirurgen mit
Erfahrung in onkologischen und Nebennierenoperationen durchgefiihrt werden
(Fassnacht et al. 2018). Die Rezidiv-Rate nach makroskopischer Tumorfreiheit liegt
jedoch bei 30-70% (Fassnacht et al. 2010). Die Rezidive treten im Median nach elf
Monaten auf (Erdogan et al. 2013). Intraabdominelle Metastasen zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose sollten reseziert werden, wenn eine komplette Entfernung moglich
erscheint (Fassnacht et al. 2018). Bei einzelnen extraabdominellen Metastasen wird eine
Entfernung des Nebennierentumors zusammen mit einer wachstumskontrollierenden

Therapie empfohlen (Fassnacht et al. 2018).

Im Falle einer fortgeschrittenen Krankheit mit weit verbreiteten Metastasen bei
Erstdiagnose sollte keine Nebennieren-Operation durchgefiihrt werden (Fassnacht et al.

2018).

1.1.4.2 Adjuvante Therapiemdglichkeiten

Mogliche adjuvante Therapieoptionen bei in sano resezierten ACC Patienten bestehen
aus Mitotane (siehe Mitotane, Kapitel 1.1.4.4.1), Bestrahlung des Tumorbetts oder in
ausgewahlten Fallen zytotoxischen Mitteln bzw. einer Kombination aus Bestrahlung und

zytotoxischen Mitteln (Fassnacht et al. 2013; Hoff und Berruti 2016).



1.1.4.3 Fortgeschrittenes Tumorleiden

Die systemischen Therapien in fortgeschrittenen ACC-Tumorstadien sind sehr limitiert.
Das einzige zugelassene Medikament ist Mitotane (siehe Mitotane, Kapitel 1.1.4.4.1),
welches allein oder in Kombination mit Standard-Chemotherapien genutzt werden kann
(Fassnacht et al. 2012; Mihai 2015; Varghese und Habra 2017). Einen Uberblick tber
verwendete Chemotherapeutika bietet Tabelle 2 (Kapitel 1.1.4.4.3, Zweitlinien-
therapie). Symptomatische Metastasen konnen lokal palliativ bestrahlt werden

(Fassnacht et al. 2018; Varghese und Habra 2017).

1.1.4.4 Systemische medikamentdse Therapie

1.1.4.4.1 Mitotane

Mitotane (o,p’-DDD (1-(o-chlorophenyl)-2, 2-dichloroethane) wirkt zytotoxisch auf die
Nebennierenrinde und wird beim ACC sowohl in der adjuvanten Behandlung als auch
bei fortgeschrittenem Tumorleiden empfohlen (Fassnacht et al. 2013; Kroiss et al. 2011).
Es hemmt die Steroidproduktion und steigert die periphere Glukokortikoid-Clearance
(Fassnacht et al. 2013; Mihai 2015; Terzolo et al. 2014b; Varghese und Habra 2017). Die
Herabregulation der Steroidproduktion und die nebennierenspezifische Zytotoxizitat
von Mitotane erfolgt Gber die Hemmung der Sterol-O-Acyl-Transferase 1 (Sbiera et al.
2015). Mitotane ist ein CYP3A4-Induktor, was zu zahlreichen Wechselwirkungen mit
gleichzeitig verabreichten Medikamenten fiihren kann (Kroiss et al. 2011; Takeshita et

al. 2013; Terzolo et al. 2014b).

Mitotane wird beim fortgeschrittenen ACC bei Diagnosestellung ohne lokale
Behandlungsmoglichkeit entweder als Monotherapie oder in Kombination mit EDP

(siehe EDP-M, Kapitel 1.1.4.4.2) empfohlen (Fassnacht et al. 2018).

Da fur eine effektive Wirksamkeit eine Plasmakonzentration von mindestens 14 mg/|
und maximal 20 mg/l erreicht werden soll, ist ein regelmaRiges Drug-Monitoring
erforderlich (Fassnacht et al. 2013; Mihai 2015; Takeshita et al. 2013; Terzolo et al.

2013). Bei ausgewahlten Patienten wurde in einer aktuellen retrospektiven



Untersuchung eine objektive Ansprechrate von 20,5% beschrieben (Megerle et al.

2018).

1.1.4.4.2 EDP-M

Die Erstlinien-Chemotherapie beim fortgeschrittenen ACC besteht derzeit aus dem EDP-
M-Schema, bestehend aus Etoposid, Doxorubicin und Cisplatin in Kombination mit
Mitotane (Berruti et al. 2012a; Fassnacht et al. 2012; Hoff und Berruti 2016; Mihai 2015).
Diese Kombination bewirkte in der FIRM-ACT-Studie (First International Randomized
Trial in Locally Advanced and Metastatic Adrenocortical Carcinoma Treatment) eine
Tumorresponse (hier definiert als Partial Response (partielle Remission, PR) oder
Complete Response (komplette Remission, CR)) von 23,2% der Falle und ein medianes

progressionsfreies Uberleben von 5,6 Monaten (Fassnacht et al. 2012).

Allerdings flihrte EDP-M als Erstlinientherapie in dieser Studie nicht zu einer
Verbesserung des Gesamtiberlebens (Overall Survival, 0OS) im Vergleich zu
Streptozotocin plus Mitotane (Strepto-M) als Erstlinientherapie. Im Studiendesign von
FIRM-ACT wurden zwei Gruppen miteinander verglichen: 151 Patienten mit ACC, die
EDP-M als Erstlinientherapie bekommen haben und 153 Patienten mit ACC, die Strepto-
M als Erstlinientherapie bekommen haben. Bei Krankheitsprogress wurde auf das
jeweils andere Regime gewechselt. EDP-M war Strepto-M sowohl als Erst- als auch als
Zweitlinientherapie (berlegen. Diese gute Wirkung als Zweitlinientherapie Ubertraf
vermutlich den Einfluss der Erstlinientherapie, sodass sich das Gesamtiberleben in den

beiden Behandlungsarmen nicht unterschied (Fassnacht et al. 2012).

1.1.4.4.3 Zweitlinientherapie
Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es keine gut untersuchte und/oder wirksame
Zweitlinientherapie (auch Salvage-Therapie: Therapieansatz nach Versagen der

Erstlinientherapie) nach EDP-M fir Patienten mit fortgeschrittenem ACC.



Strepto-M als Zweitlinientherapie, ebenfalls in der FIRM-ACT Studie untersucht,
erbrachte zum Beispiel nur bei 15% der Patienten eine SD (Stable Disease) des Tumors
Uber mehr als sechs Monate (Fassnacht et al. 2013). Aufgrund einer vielversprechenden
Tumorresponse von Gemcitabin (Gem) in Kombination mit Capecitabin bei
fortgeschrittenem ACC wird es aktuell als eine mogliche Zweitlinientherapie empfohlen
(Fassnacht et al. 2013; Hoff und Berruti 2016; Sperone et al. 2010; Terzolo et al. 2014a)

(siehe Wirksamkeit und Toxizitat von Gem im ACC, Kapitel 1.2.3).

Tabelle 2: Auswertung verschiedener systemischer Therapieansditze beim ACC

Medikament | Substanzklasse/ n SD: n Pat (%) PR oder CR: | Quelle
Wirkmechanismus Pat. n Pat (%)
Axitinib Inhibition von VEGFR 13 SD: 8 nach 12 Wochen (62%) 0 (O'Sullivan
medianes PFS: 5,5 Monate et al. 2014)
Bevacizumab + | Anti-VEGF-Antikorper und 5- | 10 0 0 (Wortmann
Capecitabin FU-Prodrug et al. 2010)
Cixutumumab + | Anti-IGF-1R-Antikorper + | 26 SD: 11 nach =6 Monaten (42%) 0 (Naing et
Temsirolimus mTor-Inhibitor medianes PFS: 9 Monate al. 2013)
EDP-M ~ Topoisomerasehemmer, 151 SD: 53 nach 8 Wochen (35%) CR: 2 (1%) (Fassnacht
Anthracyclin, medianes PFS. 5,0 Monate PR: 29 (19%) etal. 2012)
Platinkomplexverbindung,
Mitotane
Figitumumab anti-IGF-1R-Antikorper 14 SD: 6 nach 12 Wochen (43%) 0 (Haluska et
al. 2010)
Gemcitabine + | Nukleosidanalogon und TK- | 10 0 CR: 0 (Quinkler
Erlotinib Inhibitor PR: 1 (10%) et al. 2008)
Gemcitabine + | Nukleosidanalogon + 5-FU- | 28 SD: 11 nach 16 Wochen (39%) CR: 1 (4%) (Sperone et
Capecitabin Prodrug PR: 1 (4%) al. 2010)
Imatinib Inhibition verschiedener TKs | 4 0 0 (Gross et
und PDGFR-R al. 2006)
Linsitinib Inhibition von IGF-1R und dem | 90 SD: 14 nach 12 Wochen (16%) CR: 0 (Fassnacht
Insulinrezeptor * PR: 3 (3%) et al. 2015)
Paclitaxel + | Inhibition von Mitose und | 9 0 0 (Berruti et
Sorafenib verschiedenener TKs, u.a. al. 2012b)
VEGFR2 und 3
Streptozocin- Glucosamin-Nitrosoharnstoff- | 153 SD: 34 nach 8 Wochen (22%) CR: 1 (1%) (Fassnacht
M~ Derivat medianes PFS: 2,1 Monate PR: 11 (7%) etal. 2012)
Sunitinib Inhibition verschiedener TKs | 35 SD: 5 nach 12 Wochen (14%) 0 (Kroiss et
an Tumorzellen und -gefaRen al. 2012)
(u.a. VEGFR1 und 2)
Trofosfamide DNA-Alkylanz 21 SD: 3 nach 56-79 (14%) 0 (Kroiss et
al. 2016)
Studien lUber systemische Therapien beim ACC. Abkiirzungen: 5-FU = 5-Fluorouracil, CR=complete response, IGF-1R = Insulin-like
Growth Factor 1 Receptor, mTOR = mammalian target of rapamycin, n = Anzahl, Pat. = Patienten, PDGFR = Platelet-derived
growth factor receptor, PFS = Progression free survival, PR = partial response, SD = stable disease, TK = Tyrosinkinase, VEGF(R) =
Vascular Endothelial Growth Factor (Receptor)
~als Erstlinientherapie eingesetzt *Bei der mit Linsitinib behandelten Gruppe konnte in einer Phase-lll-Studie kein verldangertes
Gesamtiiberleben im Vergleich zu der Placebo-behandelten Gruppe gefunden werden.

Zurzeit sind keine effektiven gezielten Therapien fir fortgeschrittene ACCs verflgbar.
Ohne objektive Tumorresponse (PR oder CR) blieben in Studien verschiedene

Therapieansatze, zum Beispiel direkte und indirekte Tyrosinkinase-Inhibitoren wie
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Imatinib, Sunitinib, Sorafenib, Axitinib und Bevacizumab oder IGF-1R-Inhibitoren (IGF-
1R =Insulin-Like Growth Factor 1 Receptor) wie Figitumumab, Cixutumumab und
Linsitinib allein oder in Kombination mit anderen Medikamenten (siehe Tabelle 2)
(Berruti et al. 2012b; Fassnacht et al. 2015; Gross et al. 2006; Haluska et al. 2010; Kroiss
et al. 2012; Naing et al. 2013; O'Sullivan et al. 2014; Wortmann et al. 2010). Ohne
relevante Tumorresponse blieb auch die Therapie mit dem Tyrosinkinase (TK)-Inhibitor

Erlotinib in Kombination mit Gem bei zehn Patienten (Quinkler et al. 2008).

1.2 Gemcitabin

1.2.1  Uberblick

Gem (2',2'-Difluoro-Desoxycytidin, dFdC) ist ein Desoxycytidin-Analogon, das intravenos
(i.v.) verabreicht wird. Nach Transport in die Zelle wird Gem zu Di- und Triphosphaten
umgewandelt. Die Triphosphate werden als fehlerhafte Basen in die Desoxy-
ribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid, DNA) eingebaut und fiihren zur Hemmung der

DNA-Synthese. Die Diphosphate hemmen die Ribonukleotidreduktase (RR).

Die zytotoxische Wirkung von Gem ist seit Jahrzehnten bekannt. Gem findet seitdem
Anwendung bei verschiedenen Malignomen (Abbruzzese et al. 1991; Hertel et al. 1990).
Aktuell wird es unter anderem als Erstlinientherapie des Pankreaskarzinoms oder in
bestimmten Fallen bei der Behandlung des Lungenkarzinoms empfohlen (Goeckenjan et
al. 2011; S3-Leitlinie Exokrines Pankreaskarzinom, Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche

Krebshilfe, AWMF (Leitlinienprogramm Onkologie) 2013).

1.2.2 Transport und Stoffwechsel

Einen Uberblick (iber den Transport und Stoffwechsel von Gem bietet Abbildung 2.

1.2.2.1 Transport in die Zelle und Einteilung der Transporter
Gem wirkt innerhalb der Zelle. Als hydrophiles Nukleosidanalogon hat es nur eine sehr
eingeschrankte Diffusionsfahigkeit (iber eine Membran und bendtigt einen Nukleosid-

Membrantransporter, um in die Zelle zu gelangen (Griffith und Jarvis 1996; Mackey et
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al. 1999). Von diesen Transportern gibt es zwei Typen: die ausgleichenden (Equilibrative
Nucleoside Transporters, ENTs; beim Menschen human ENTs (hENTSs)) mit vier Subtypen
(ENT1-4) und die konzentrierenden (concentrative nucleoside transporters, CNTs, beim
Menschen human CNTs (hCNTs)) mit drei Subtypen (CNT1-3) (Baldwin et al. 2004). Bei
ENTs ist der Fluss der Nukleoside bidirektional moglich und durch ihr
Konzentrationsgefalle gesteuert. CNTs koppeln den Transport der Nukleoside an einen
Natrium-lon-Transport entlang des Natrium-Konzentrationsgradienten und kdnnen

Nukleoside so auch gegen ihr Konzentrationsgefille transportieren (Baldwin et al. 1999).
( dFdC )
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Abbildung 2: Stoffwechsel von Gem

Abkiirzungen: dFdC = Difluoro-Desoxycytidin = Gem, dFdCMP = Difluoro-Desoxycytidin-
Monophosphat, dFdCDP = Difluoro-Desoxycytidin-Diphosphat, dFdATPC = Difluoro-
Desoxycytidin-Triphosphat, dFdU = Difluoro-Desoxyuridin, dFdAUMP = Difluoro-
Desoxyuridin-Monophosphat, hENT1 = human Equilibrative Nucleoside Transporter 1,
hCNT 1,3 = human Concentrative Nucleoside Transporter 1,3, CDA = Cytidin-Desaminase,
dCMP-DA =  dCMP-Desaminase, dCK =  Desoxycytidinkinase, @~ RR =
Ribonukleotidreduktase, Quelle: (auf Grundlage von Bergman et al. 2002)
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Der Transport von Gem in die Zelle wird vor allem durch hENT1, aber auch hENT2, hCNT1
und hCNT3 ermoglicht (Garcia-Manteiga et al. 2003; Mackey et al. 1998) (zu hENT1,

siehe human Equilibrative Nucleoside Transporter 1, Kapitel 1.3).

1.2.2.2 Umwandlung zu aktiven und inaktiven Metaboliten

In der Zelle muss Gem aktiviert werden. Dazu wird es zundchst in einem
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt durch die Desoxycytidinkinase (dCK) zu 2',2'-
Difluoro-Desoxycytidin-Monophosphat (dFACMP) und spater durch Nukleotid-Kinasen
weiter zu 2',2'-Difluoro-Desoxycytidin-Di- und -Triphosphat (dFdCDP und dFdCTP)
phosphoryliert. Diese sind die aktiven Gem-Metabolite (Andersson et al. 2009; Bergman

et al. 2002; Bouffard et al. 1993; Heinemann et al. 1988).

Die Inaktivierung von dFdC erfolgt durch die Desaminierung von dFdC zu 2',2'-Difluoro-
Desoxy-Uridin (dFdU) durch die Cytidindesaminase (CDA) (Bouffard et al. 1993). dFdCMP
wird durch die dCMP-Desaminase in 2'2'-Difluoro-Desoxyuridin-Monophosphat
(dFdUMP) desaminiert und zu dem inaktiven dFdU umgewandelt (Bergman et al. 2002;

Heinemann et al. 1992).

1.2.2.3  Wirkvermittlung
Die Wirksamkeit von Gem erfolgt vor allem durch eine Stérung der DNA-Synthese durch

Einbau als ,falscher” Baustein sowie durch Hemmung der RR.

Die DNA-Synthese wird durch Inkorporation von dFdCTP behindert, auch in die RNA
(ribonucleic acid, Ribonukleinsdure) werden Gem-Metabolite eingebaut (Shewach et al.
1994; van Ruiz Haperen et al. 1993). Die RR wird durch dFdCDP gehemmt. Dadurch sinkt
die Konzentration des , richtigen” DNA-Bausteins dCTP (Desoxycytidin-Triphosphat), der
fir die DNA-Synthese bendtigt wird (Heinemann et al. 1990; Wang et al. 2007).

Ein weiterer Angriffspunkt von Gem ist die Thymidylat-Synthase (TS). Sie ist an der de-
novo-Synthese des DNA-Bausteins Desoxythymidin-Triphosphat (dTTP) beteiligt. Der
Metabolit dFdUMP von Gem hemmt die TS. Dadurch entsteht ein Thymidin-Mangel, was
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wiederum dazu fihrt, dass ein strukturahnliches Molekiil (2’Deoxyuridin) in die DNA

eingebaut wird und sie dadurch indirekt schadigt (Honeywell et al. 2015).

1.2.2.4 Eigene Wirkverstdrkung

Gem hemmt die RR, wodurch die dCTP-Konzentration sinkt (Heinemann et al. 1990;
Wang et al. 2007). dCTP hemmt die dCK, welche den ersten Schritt der Gem-Aktivierung
katalysiert (Bouffard et al. 1993). Durch die Hemmung der RR ist die dCK also aktiver. Es
wird mehr von dem Gem-Metaboliten dFdCTP hergestellt und in die DNA eingebaut
(Andersson et al. 2009).

Zusatzlich hemmt dFACTP die dCMP-Desaminase, welche die Gem-Metabolite
inaktiviert. Es kommt zu einem verminderten Abbau von dFdCMP, was zu einer weiteren

Wirkverstarkung von Gem fiihrt (Andersson et al. 2009; Heinemann et al. 1992).

1.2.3  Wirksamkeit und Toxizitat von Gemcitabin im ACC

Die Wirkung einer Gem-basierten Chemotherapie bei Patienten mit ACC wurde in zwei
Studien untersucht. Quinkler et al. beobachteten zehn Patienten, die mit Gem plus
Erlotinib behandelt wurden. Nur bei einem Patienten gab es eine SD von acht Monaten,
alle anderen hatten bei der ersten Follow-up-Untersuchung einen Progress (Quinkler et
al. 2008). Damaraju et al. fanden spater jedoch heraus, dass eine Vorbehandlung von
Zelllinien mit TK-Inhibitoren (u.a. Erlotinib) vor Gem bzw. die gleichzeitige Gabe mit Gem
zu einem Wirkverlust fiihrt (Damaraju et al. 2014), weswegen diese Studie von Quinkler

et al. keinen guten Anhalt fir die Beurteilung der Gem-Wirksamkeit bietet.

Sperone et al. untersuchten die Wirkung von Gem plus Capecitabin in einer klinischen
Phase-II-Studie an 28 Patienten mit fortgeschrittenem ACC (Sperone et al. 2010). Hier
zeigte sich eine gute Tumorresponse mit einer SD bei elf Patienten (39,3%) nach vier
Monaten, sowie einer PR und einer CR bei je einem Patienten (je 3,6%). Insgesamt
wurde Gem gut toleriert, allerdings gab es bei acht Patienten (29%) WHO-Grad llI-IV

Nebenwirkungen (sechs Leukopenien, eine Mukositis und eine Thrombopenie) und bei
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acht Patienten musste die Dosis wegen der Nebenwirkungen reduziert oder eine Gabe

verspatet verabreicht werden.

Wegen der guten Ansprechraten in dieser Studie wird eine Gem-basierte Therapie
aktuell als mogliche Zweitlinientherapie empfohlen (Fassnacht et al. 2013; Hoff und

Berruti 2016; Terzolo et al. 2014a).

1.2.4 Pradiktive Marker fur die Wirkung von Gemcitabin

Verschiedene Proteine, die in der Verstoffwechslung von Gem beteiligt sind, wurden in
Studien an unterschiedlichen Tumoren (in vitro und in vivo) auf ihren pradiktiven Wert
untersucht. Das Ziel war, einen Marker oder Konstellation an Markern zu finden, der
bzw. die ein gutes Ansprechen der Therapie mit Gem auf die Karzinome vermittelt bzw.
vermitteln. Die vielversprechendsten Ergebnisse zeigen sich bei hENT1 und RRM1
(Ribonukleotidreduktase Untereinheit M1), welche in den folgenden Kapiteln behandelt

werden. Bis jetzt wurden keine entsprechenden Studien am ACC durchgefiihrt.

1.3 human Equilibrative Nucleoside Transporter 1 (hENT1)

1.3.1 Aufbau und Funktion

hENT1 gehort zu der Familie der ausgleichenden, bidirektionalen Nukleosid-Transporter
ENT. Zusammen mit der Gruppe der konzentrierenden Nukleosid-Transporter sind sie
unter anderem bei der zellularen Aufnahme von zytotoxischen Nukleosid-Analoga wie
Gem involviert (Young et al. 2013; Young et al. 2008) (siehe Transport in die Zelle und

Einteilung der Transporter, Kapitel 1.2.2.1 und Abbildung 2).

ENTs kdnnen weiter in zwei Subtypen unterteilt werden, dem es-Typ und dem ei-Typ.
Der es-Typ kann durch Nitrobenzylthioinosine (NBMPR) inhibiert werden (er ist sensitiv),

der ei-Typ nicht (er ist insensitiv) (Baldwin et al. 1999).

Gem wird hauptsachlich durch hENT1 transportiert (Garcia-Manteiga et al. 2003). hENT1
gehort zu den es-Typen und wird durch das Gen SLC29A1 kodiert (Baldwin et al. 2004;

Mackey et al. 1999). Es besteht aus 11 Transmembrandomdnen mit einem
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intrazelluldren N-Terminus und einem extrazellularem C-Terminus (Sundaram et al.
2001) und wird ubiquitar in unterschiedlichen Geweben exprimiert (Handa et al. 2001;

Mackey et al. 1998).

hENT1 wird als Membrantransporter vor allem in die Zellmembran exprimiert, aber auch
eine leichte zytoplasmatische Lokalisierung kann gefunden werden (Farrell et al. 2009;
Murata et al. 2013; Santini et al. 2010; Santini et al. 2011; Shimakata et al. 2016). Dies
erklart sich dadurch, dass hENT1 nach Transport zur Zellmembran teilweise internalisiert
wird und spater wieder auf der Zelloberfliche erscheint (Nivillac et al. 2011), was
beispielsweise durch Aktivierung der Proteinkinase C und die darauffolgende

Phosphorylierung von hENT1 induziert wird (Hughes et al. 2015).

1.3.2 Regulierung
Die Expression von hENT1 erfolgt zellzyklus-abhangig und bei Bedarf an Desoxy-
ribonukleotiden. Sie ist wahrend der S-Phase bis in die G2-Phase erhoht (Pressacco et

al. 1995).

AuRere Einfliisse kdnnen die hENT1-Expression beeinflussen (siehe Abbildung 3): Eine
vermehrte Expression kann jn vitro durch 5-Fluorouracil (5-FU, getestet an
Blasenkarzinomzelllinien)  (Pressacco et al. 1995), Indol-3-Carbinol (13C)
(Pankreaskarzinomzelllinien) (Wang et al. 2011) oder dem enhancer of Zeste homolog-
2-Inhibitor 3-deazaneplanocin A (DZNeP) (ebenfalls Pankreaskarzinomzelllinien) (Avan
et al. 2012) erreicht werden. Auch im Xenograft-Modell von Pankreaskarzinomen zeigt
sich eine erhohte hENT1-Expression nach Behandlung mit  dem
Kombinationsmedikament S-1, welches das 5-FU-Prodrug Tegafur enthélt (Nakahira et

al. 2008).

Die Behandlung verschiedener Zelllinien mit Gem-Mono fihrt hingegen nicht zu einer

veranderten Expression von hENT1 (Oguri et al. 2007; Wang et al. 2011).

Die Tyrosinkinase-Inhibitoren Erlotinib, Vandetanib und Gefitinib verringern die Menge

von hENT1 auf der Zelloberflache (Damaraju et al. 2014).
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Abbildung 3: Aufere Einfliisse auf die Membran-Expression von hENTI;
Abkiirzungen: TK = Tyrosinkinase, DZNeP = enhancer of Zeste homolog-2-Inhibitor 3-
deazaneplanocin A

Quellen: a (Damaraju et al. 2014), b (Pressacco et al. 1995), c (Wang et al. 2011), d (Avan
et al. 2012), eigene Abbildung

1.3.3 hENT1 als prognostischer Marker

Ob hENT1 eine potentielle Rolle als prognostischer Marker (unabhangig von der
Therapie) spielt, ist zurzeit nicht eindeutig geklart. Die meisten Studien uber
Gallengangs- und Pankreaskarzinome finden keinen Zusammenhang zwischen hENT1
und dem OS (Elebro et al. 2016; Farrell et al. 2009; Fujita et al. 2010; Greenhalf et al.
2014; Sasaki et al. 2014; Sinn et al. 2015). Es wird jedoch auch berichtet, dass eine
erhohte Expression von hENT1 in Pankreas- und Gallengangstrakt-Karzinomen zu einem

verlangerten OS fihrt* (Fisher et al. 2013; Kim et al. 2011b).

* Bei Kim et al. 2011 gilt allerdings folgende Einschrankung: 23% der Patienten erhielten
eine Therapie mit Gem und wurden in die Uberlebensanalyse miteingeschlossen (Kim et

al. 2011b).

Die Expression von hENT1 und dessen Auswirkungen auf das Gesamtiiberleben wurden

beim ACC noch nicht untersucht.

1.3.4 hENTI1 als pradiktiver Marker bei Gemcitabin-Therapie
Die Aufnahme von Gem in die Zelle wird unter anderem durch den Transport Uber

hENT1 ermoglicht (siehe Transport in die Zelle und Einteilung der Transporter, Kapitel
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1.2.2.1), was die Rolle von hENT1 als einen moglichen pradiktiven Marker fir die

Wirkung von Gem suggeriert (Nordh et al. 2014) (Abbildung 4).
Verschiedene in vitro- und in vivo-Studien unterstiitzen diese Vermutung:

In vitro bewirkt zum Beispiel eine Blockierung oder verminderte Expression von hENT1
eine schwiachere Wirkung von Gem (Damaraju et al. 2014; Mackey et al. 1998; Mori et

al. 2007; Oguri et al. 2007; Toffalorio et al. 2010).

Eine niedrige hENT1-Expression flhrte in dhnlicher Weise in Zelllinien oder Xenograft-
Modellen mit Pankreaskarzinomzellen zu einer schlechteren Wirkung von Gem (Avan et

al. 2012; Nakahira et al. 2008; Perez-Torras et al. 2008; Wang et al. 2011).

Wirkung

Abbildung 4: Modell von hENT1 als prédiktiven Marker fiir Gem: Wirkung von Gem in
Abhdngigkeit von der hENT1-Expression; eigene Abbildung

Unterschiedliche Studien konnten bei einer erhéhten Expression von hENT1 (auf mRNA-
oder Protein-Ebene, mRNA = messenger-RNA) auch ein besseres Ansprechen auf die
Therapie mit Gem in unterschiedlichen soliden Tumoren zeigen, beispielsweise im
Pankreaskarzinom (Farrell et al. 2009; Fujita et al. 2010; Greenhalf et al. 2014; Nakagawa
et al. 2013; Sierzega et al. 2017; Spratlin et al. 2004; Yamada et al. 2016), NSCLC (Non-

Small Cell Lung Cancer, nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom) (Oguri et al. 2007),
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Blasenkarzinom (in der Studie nicht weiter differenziert) (Matsumura et al. 2011) oder
in Karzinomen des Gallentrakts (Borbath et al. 2012; Deng et al. 2014; Murata et al.

2013; Santini et al. 2011; Sasaki et al. 2014) (siehe Tabelle 3).

Diese Daten unterstiitzen die Vermutung, dass hENT1 ein pradiktiver molekularer
Marker fur die Wirkung von Gem sein kann. Dieser Zusammenhang wurde fiir das ACC

noch nicht untersucht.

Tabelle 3: Ubersicht iiber Studien, die einen Zusammenhang zwischen Gem-Wirksamkeit

und hENT1-Expression zeigen

Tumor Quelle Anzahl PFS bei OS bei Tumorresponse Was
Patienten hoher hoher bei hoher wurde
* hENT1- hENT1- hENT1- untersucht
Expression | Expression Expression
Pankreaskarzinom (Farrell et al. .
2009) 91 + + Protein
(Fujita et al.
2010) 40 +(ns) + mRNA
(Greenhalf et al. .
2014) 176 + + Protein
(Nakagawa et al. .
2013) 109 + + Protein
(Sierzega et al.
2017) 100 + mMRNA
(Spratlin et al. 2 LH Protein
2004)
(Yamada et al. .
2016) 51 + Protein
NSCLC (Oguri et al. .
2007) 21 + Protein
Blasenkarzinom (Matsumura et .
al. 2011) 40 + + + Protein
Gallentrakt- (Borbath et al. .
Karzinom 2012) 26 * * Protein
(Deng et al. 2014) 40 + +(ns) + Protein
(Murata et al. .
2013) 28 + + Protein
(Santini et al. .
2011) 31 + +(ns) 0 Protein
(Sasaki et al. ok .
2014) 68 + + Protein

Ubersicht {iber Studien, die ein verbessertes Ansprechen von Gem bei hoher hENT1-Expression gefunden haben

* Patienten, die Gem erhalten haben und deren Gewebe in die Auswertung eingeflossen ist, ** Vergleich zwischen
homogen-positiver und inhomogener, teilweise fehlender hENT1-Farbung; *** nur in der univariaten und nicht in
der multivariaten Analyse
Abkiirzungen: PFS: Progression Free Survival; OS: Overall Survival; ns: nicht statistisch signifikant
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1.4 Ribonukleotidreduktase M1 (RRM1)

1.4.1  Aufbau und Funktion

Die humane Ribonukleotidreduktase gehort zu der Ribonukleotidreduktase-Klasse la
(Shao et al. 2006). Sie setzt sich aus der groRen Untereinheit M1 (RRM1) und entweder
RRM2 oder p53R2 zusammen (Besse et al. 2013; Guittet et al. 2001).

Die RR ist zustandig fiir die de novo Synthese von Desoxyribonukleotiden, in dem sie
Ribonukleosid-Diphosphate in Desoxyribonukleosid-Diphosphate umwandelt (Besse et

al. 2013) (siehe Abbildung 5).

(dFdCDP

p /p\ RRM RRM1 > dNDP —» dNTP
& 2
|| DNA-Synthese
hemmt
katalysiet ———— rNDP
beteiligt bei
widzu ———»

Abbildung 5: Funktion der Ribonukleotidreduktase (RR): Die RR katalysiert die
Umwandlung von Ribonukleosid-Diphosphaten (rNDP) in Desoxyribonukleosid-
Diphosphate (dNDP). Diese kénnen in Form von Triphosphaten (dNTP) in die DNA
eingebaut werden. Weitere Abkiirzungen: RRM1= grofSe Untereinheit M1, RRM2 = kleine
Untereinheit 2, dFdCDP = 2'2'-Difluoro-Desoxycytidin-Diphosphat (Gem-Metabolit),
eigene Abbildung

Die Regulierung der RR ist sehr komplex und dient der optimalen Einstellung der dNTP-
Level (dNTP = Desoxyribonukleosid-Triphosphat(e)) wahrend des Zellzyklus. Dies ist
besonders wichtig, da schon kleine Veranderungen die Mutationsrate bei der DNA-

Synthese verandern kdnnen (Ahluwalia und Schaaper 2013).

Wahrend der S-Phase muss eine hohere Konzentration an dNTPs vorliegen als wahrend
anderer Phasen oder in nicht-proliferierenden Zellen (Guarino et al. 2014; Koc et al.
2004). Die zellzyklusabhdngige Aktivitatsregulierung der RR erfolgt u.a. durch
variierende Mengen von RRM2 (Chabes und Thelander 2000).
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An RRM1 befinden sich auBerdem zwei allosterische Bindungszentren, die ,,activity site”
und die ,specificity site” (siehe Abbildung 6). Durch die Bindung von ATP oder ADP an
der ,activity site” kann das Enzym aktiviert oder deaktiviert werden (Aye et al. 2015;
Guarino et al. 2014; Reichard 2010). Durch Bindung verschiedener dNTPs an der
»specificity site” wird die Reduktion von der Klasse der Nukleosid-Diphosphate (NDPs)
bestimmt (Reichard 2010). Die RR kann durch Hydroxyurea gehemmt werden. Dies fuhrt
durch die verminderte dNTP-Konzentration zu einem Aufhalten der DNA-Synthese
(Alvino et al. 2007; Koc et al. 2004). Auch Gem bzw. der aktive Metabolit dFdCDP hemmt
die RR (Heinemann et al. 1990; Wang et al. 2007).

deaktiviert ————
aktiviert ————»
beeinflusst ——— >

Abbildung 6: Modell einer Ribonukleotidreduktase mit je zwei allosterischen
Bindungszentren pro RRM1-Protein: einer "activity site" und einer "specificity site”,
eigene Abbildung

Zusatzlich triggert RRM1 in vitro und in vivo einen G2-Zellzyklus-Checkpoint, der zu DNA-
Reparatur, vermehrter Apoptose und verminderter Karzinogenese fiihrt (Gautam und

Bepler 2006).

1.4.2 RRM1 als prognostischer Faktor

Sich schnell teilende Zellen, zum Beispiel in Malignomen, synthetisieren viel neue DNA.
RRM1 ist an der Bereitstellung der dNTPs fiir die DNA-Synthese beteiligt und triggert
einen G2-Zellzyklus-Checkpoint (siehe RRM1 Aufbau und Funktion, Kapitel 1.4.1). Dies

legt die Vermutung nahe, dass eine Fehlregulation der RRM1 mit verminderter
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Expression bei Karzinomen vorliegt (Fan et al. 1997). Diese Vermutung und der

Zusammenhang mit Uberlebensdaten wurde an verschiedenen Tumoren untersucht:

Eine geringere oder fehlende Expression in malignen oder schlechter differenzierten
Geweben wurde in folgenden Fallen untersucht: Im NSCLC wird weniger RRM1
exprimiert als im normalen Lungengewebe (Pesta et al. 2012; Toffalorio et al. 2010).
Schlecht differenzierte Cholangiokarzinome exprimieren vergleichsweise wenig RRM1
(Sasaki et al. 2014). Undifferenzierte Schilddriisenkarzinome zeigten bei Fang et al. sogar

in der Halfte der Falle eine negative RRM1-Expression (Fang et al. 2016).

Bei Untersuchungen von Uberlebenszeiten im Zusammenhang mit RRM1 Expression
unabhangig von der Therapie zeigen Studien dazu passend ein kiirzeres OS oder eine
kiirzere Zeit bis zu einem Tumorprogress (Progression-Free Survival, PFS) bei einer
niedrigeren RRM1-Expression fiir das NSCLC (Pesta et al. 2012; Zheng et al. 2007) und
flr das Pankreaskarzinom (Xie et al. 2013). Dies macht RRM1 zu einem mdglichen

molekularen prognostischen Faktor fiir diese Tumore.

1.4.3 RRM1 als pradiktiver Marker bei Gemcitabin-Therapie

Der aktive Metabolit dFdCDP von Gem hemmt die grolRe Untereinheit RRM1 der RR,
wenn diese als Holoenzym (zusammen mit RRM2 bzw. p53R2 (siehe RRM1, Aufbau und
Funktion, Kapitel 1.4.1)) vorliegt (Aye et al. 2015). Ein Zusammenhang zwischen der
Wirkung von Gem und der Menge bzw. dem Vorhandensein von RRM1 ist daher

moglich.

In vitro wird ein Trend zu einer positiven Korrelation zwischen RRM1-Expression und der
mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50) von Gem auf Gallengangskarzinom-
Zelllinien gefunden (Nakamura et al. 2010; Ohtaka et al. 2008). Eine vermehrte
Expression von RRM1 fiihrt tendenziell zu einer Resistenz (Yoneyama et al. 2015). Eine
Hemmung von RRM1 durch siRNA fiihrt zu einer starkeren Zytotoxizitdt von Gem

(Toffalorio et al. 2010; Wonganan et al. 2012).
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Verschiedene Studien zeigen ein besseres Ansprechen bzw. verlangertes OS oder PFS
bei der Therapie mit Gem und geringer RRM1-Expression, beispielsweise in NSCLCs
(Ceppi et al. 2006; Dong et al. 2014; Qiu und Zhao 2014), in Pankreaskarzinomen (Akita
et al. 2009; Fujita et al. 2010; Nakagawa et al. 2013; Sierzega et al. 2017; Xie et al. 2013),
in nasopharyngealen Karzinomen (Zhao et al. 2012), im Blasenkrebs (Matsumura et al.
2017) oder in Gallentrakt-Karzinomen (Deng et al. 2014; Nakamura et al. 2010; Sasaki et
al. 2014), siehe Tabelle 4.

Tabelle 4: Ubersicht iiber Studien, die einen Zusammenhang zwischen Gem-Wirksamkeit
und RRM1-Expression zeigen

Tumor RRM1 Quelle Anzahl PFS bei OS bei Tumorrespons Was wurde
Patiente | hoher RRM1- hoher e bei hoher untersucht
n* Expression RRM1- RRM1-
Expression Expression
NSCLC (Ceppi et al. 2006) 61 mRNA
(Dong et al. 2014) 81 Protein
(Qiu und Zhao 2014) 34 Protein
Pankreaskarzinome (Akita et al. 2009) 28 - k¥ Protein
(Fujita et al. 2010) 40 - (ns) mMRNA
(Nakagawa et al. .
109 - - Protein
2013)
(Sierzega et al. 2017) 100 mRNA
(Xie et al. 2013) 44 - (ns) - RNA
Gallentraktkarzinome | (Deng et al. 2014) 40 - (ns) - (ns) Proteine
(Nakamura et al. )
10 - Protein
2010)
(Sasaki et al. 2014) 68 Protein
Nasopharyngeale Zhao et al. 2012
.p yne ( ) 48 - 0 0 Protein
Karzinome
Blasenkrebs (Matsumura et al. .
51 - - Protein
2017)
* Patienten, die Gem erhalten haben und deren Gewebe in die Auswertung eingeflossen ist; ** nach Beginn der Gem-Therapie
Abkurzungen: PFS: Progression-Free Survival; OS: Overall Survival; ns: nicht statistisch signifikant

1.5 hENT1 und RRM1 in Kombination

Deng et al. fanden eine bessere Tumorresponse auf eine Gem-basierte Therapie bei der
Kombination aus erhohtem hENT1 und niedrigem RRM1 bei Patienten mit
fortgeschrittenen Gallentrakt-Karzinomen (Deng et al. 2014). Sasaki et al. fanden bei
Patienten mit dem gleichen Tumorleiden ein verlingertes Uberleben bei Patienten mit

hohem hENT1 und niedrigem RRM1 unter Gem-basierter Therapie, die Expression hatte

jedoch keine Auswirkung auf das OS oder PFS ohne Gem-basierte-Therapie (Sasaki et al.
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2014). Auch im fortgeschrittenen Pankreaskarzinom konnten dhnliche Korrelationen

gefunden werden (Nakagawa et al. 2013).

1.6 Ziele der Studie

Eine Gem-basierte Chemotherapie wird aktuell als Zweitlinientherapie beim
fortgeschrittenen ACC empfohlen (Fassnacht et al. 2013; Hoff und Berruti 2016; Terzolo
et al. 2014a). Diese Empfehlung basiert auf den guten Behandlungsergebnissen von 28
untersuchten Patienten in einer klinischen Phase-II-Studie (siehe Wirksamkeit und
Toxizitat von Gemcitabin im ACC, Kapitel 1.2.3) (Sperone et al. 2010). Bis jetzt wurde die

Wirkung von Gem auf das ACC in keiner groBeren Studie bestatigt.

hENT1 und RRM1 haben sich wie oben beschrieben als mogliche pradiktive Marker fir
die Wirkung von Gem in verschiedenen Tumoren, vor allem dem Pankreaskarzinom und
dem NSCLC, gezeigt. Im ACC sind diese beiden Proteine mit und ohne Bezug zu Gem

nach unserem Kenntnisstand bisher nicht untersucht worden.
Die Ziele dieser Studie waren die Untersuchungen von:

i) der Wirkung und Toxizitdt von Gem-basierter Chemotherapie zur Behandlung des

fortgeschrittenen ACCs in einer grofRen Serie,
ii) der Expression von hENT1 und RRM1 in Nebennierenrindentumoren und

iii) der Korrelation der hENT1- und RRM1-Expression mit dem klinischen Outcome von
Patienten mit ACC (potentielle Rolle als prognostische Faktoren) und dem Ansprechen

der Gem-basierten-Therapie (potentielle Rolle als pradiktive Faktoren).
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten und Gewebe

Die Sammlung der klinischen Daten und des Biomaterials von Patienten mit ACC wurde
vom Ethikkomitee der Universitdt Wiirzburg in Ubereinstimmung mit der Deklaration
von Helsinki genehmigt (Nr. 93/02 und 88/11). Von allen Patienten lag eine schriftliche

Einverstandniserklarung zur Gewinnung und Nutzung der Daten und des Gewebes vor.

Die klinischen Daten wie Geschlecht, Alter bei Diagnose, initiale TumorgréRe und
biochemische Auswertungen wurden aus den Patientenakten Gbernommen. Fiir ACCs
wurden zusatzliche Daten wie ENSAT-Tumorstadium, Weiss-Score, Ki67-
Proliferationsmarker, Anzahl von Fernmetastasen und die autonome Hormon-Sekretion
im ENSAT-Register erhoben und gesammelt. Ebenfalls wurden die Daten der Follow-Up-
Untersuchungen wie krankheitsspezifisches Uberleben und progressionsfreies

Uberleben fiir alle ACC Patienten aus dem Register und/oder aus den Akten erhoben.

2.1.1.1 Gemcitabin-Patienten

In diesem Teil der Studie wurden Patienten mit fortgeschrittenem ACC eingeschlossen,
die eine Gem-basierte Therapie erhalten haben. Insbesondere wurden folgende
Kriterien angewandt: 18 Jahre oder alter, histologisch bestatigtes ACC, ECOG (Eastern
Cooperative Oncology Group) - Performance Status von zwei oder weniger, addquate
Nieren- und Leberfunktion sowie adaquate Werte fiir Leukozytenzahlen und
Hamoglobin. Insgesamt wurden an unserem Zentrum 124 Patienten zwischen 2004 und
2016 gefunden, die wenigstens eine Gabe Gem erhalten haben. Zehn davon hatten
unvollstédndige Follow-up-Daten und wurden aus weiteren Analysen ausgeschlossen
(definitive Kohorte n=114). Das Standard-Behandlungsprotokoll umfasste 800mg/m?
intravendses Gem als Infusion liber 30 Minuten an Tag 1 und 8 in Zyklen mit 21 Tagen
Abstand (Sperone et al. 2010). Im Fall von schweren Nebenwirkungen, Ablehnung durch
die Patienten oder Krankheitsprogress wurden die Gaben beendet. Alle Patienten

nahmen regelmaRig an Follow-up-Untersuchungen teil, bei denen in der Regel alle 12
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Wochen klinische, biochemische und radiologische Kontrollen (Schnittbildgebung von
Abdomen und Thorax, meist als Kontrastmittel-CT) durchgefiihrt und evaluiert wurden.

Einen Uberblick Giber die Grundcharakteristika der Gem-Population liefert Tabelle 5.

Tabelle 5: Klinische Charakteristika der Gesamt-Gem-Population (n=114)

Alter [Jahre] — Median (Range) 44,0 (20-79)
Geschlecht (w/m) 69/45
Initiale Hormonsekretion:
Glukokortikoide — n [%] 28 (24,6)
Androgene - n [%] 7(6,1)
Glukokortikoide + Androgene — n [%] 23(20,2)
Hormonell inaktiv — n [%] 11 (9,6)
Unbekannt — n [%] 45 (39,5)
TumorgréBe [cm] — Median (Range) 13 (1,8-26,0)
Initiales ENSAT-Stadium:
I-1l — n [%] 47 (41,2)
l=n [%] 23(20,2)
IV-n[%] 40 (35,1)
Unbekannt — n [%] 4 (3,5)
Resektionsstatus:
RO —n [%] 55 (48,2)
RX-n [%] 12 (10,5)
R1/R2 —n [%] 29 (25,4)
unbekannt - n [%] 14 (12,3)
Keine Operation — n [%] 4(3,5)
Histopathologische Marker
Proliferationsindex (ki67) [%] — Median (Range) 20 (1-80)
Weiss score — Median (Range) 6 (2-9)
Lokale Behandlungsansatze:
Eine weitere Operation —n 23
Mehrere weitere Operationen — n 33
Bestrahlung (Tumorbett oder Metastasen) — n 43
Weitere lokaltherapeutische Therapien* — n 17

Art der Gem-Behandlung:

Erstlinientherapie — n [%] 11 (9,6)
Zweitlinientherapie — n [%] 57 (50)
Dritt- bis Fiinftlinientherapie — n [%] 46 (40,4)
Zusammen mit Capecitabin — n [%] 102 (89,5)
Zusammen mit Mitotane — n [%] 77 (67,5)

* Indometomidat oder Radiofrequenzablation

Abkiirzungen: n = Anzahl, w = weiblich, m = mannlich, RO = volistandige Tumorentfernung, R1 =
mikroskopische Tumorreste am Resektionsrand, R2 = makroskopisch unvollstindige
Tumorentfernung, Rx = unklare Tumorentfernung
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Zusammen mit Gem wurden bei 102 Patienten orales Capecitabin (1500mg/Tag)
(Sperone et al. 2010), bei sieben Erlotinib (100mg/Tag) (Quinkler et al. 2008) und bei
drei weitere Zytostatika (Navelbine, Carmustin und 5-Fluorouracil) verabreicht.
AuBerdem erhielten 77 Patienten zusatzlich Mitotane. Ein Patient erhielt Gem als

Monotherapie und einer neben Gem ausschlieBlich Mitotane.

Bei elf Patienten wurde die Gem-basierte Therapie als Erstlinientherapie gegeben, bei
57 als Zweitlinientherapie (nach Progress unter Platin-basierter Chemotherapie (n=55)
oder Streptozotocin (n=2)). Die verbleibenden 46 Patienten wurden nach Scheitern der
Therapie mit Platin-basierter Chemotherapie, Streptozotocin, Sunitinib, Linsitinib oder

Trofosfamid mit Gem als Dritt- bis Flinftlinientherapie behandelt.

2.1.1.2 Beurteilung der Wirksamkeit und Toxizitédt von Gemcitabin

Die Wirksamkeit von Gem wurde retrospektiv anhand der Zeit bis zum Progress unter
der Behandlung (PFS) und der Tumorresponse untersucht. Dafiir wurden die
Schnittbilder von unseren lokalen Radiologen begutachtet und zusammen im
multidisziplindren Tumor-Board besprochen. Dabei wurde eine Einigung dariber
getroffen, ob es sich um einen Progress (progressive disease, PD), ein objektives
Ansprechen (Objective Respose (OR) = partielle oder komplette Remission (PR oder CR))

des Tumors auf die Therapie oder eine gleichbleibende Situation (SD) handelte.

Wir definierten einen klinischen Vorteil (im Folgenden clinical benefit) fiir die Patienten

unter Gem-basierter Therapie als OR oder SD von mindestens vier Monaten.

Die Nebenwirkungen wurden retrospektiv aus den Patientenakten tGibernommen und
nach den CTCAE (Common Terminology Criteria for Adverse Events) Version 4.03

eingeteilt.

2.1.1.3 Fresh-Frozen-Tissue fiir die RNA-Untersuchung
Fiir die Untersuchung der Genexpression von hENT1 und RRM1 mittels quantitativer

Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR, quantitative Real-Time- Polymerase chain
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reaction) wurden schockgefrorene Gewebeproben (FFT, Fresh-Frozen-Tissue) benutzt.
Insgesamt standen 30 ACC-, 20 ACA- und 21 nNN-Proben (nNN = normale Nebennieren)
zur Verfiigung. Die klinischen Grundcharakteristika der Patienten mit ACTs sind in
Tabelle 6 aufgefiihrt.

Tabelle 6: Demographie, klinische und histopathologische Charakteristika von Patienten
mit Nebennierenrindentumor-Geweben fiir die mRNA-Untersuchung

Kohorte fiir mRNA-Analyse (Nebennierenrindentumore)
ACA ACC p-Wert
Proben -n 20 30
Alter [Jahre] — Median (Range) 49,5 (25-69) 50 (24-80) ns
Geschlecht (w/m) 13/7 16/14 ns
Hormonsekretion

Steroide — n [%] 14 (70%) 11 (36,7%)

Hormonell inaktiv — n [%] 6 (30%) 12 (40%) ns

Gemischt — n [%] 0 (0%) 3(10%)

Unbekannt — n [%] 0 (0%) 4 (13,3%)

TumorgroBe [cm] — Median (Range) 3,3 (0,9-6,5) 8(2,5-24) < 0,05
ENSAT-Tumorstadium

-1l = n [%] 13 (43,3%)

l=n [%] - 11 (36,7%) -

IV-n[%] 5(16,7%)

Unbekannt — n [%)] 1(3,3%)
Proliferationsindex (ki67) [%] — Median (Range) - 20 (2-90) -
Weiss-Score — Median (Range) - 7 (2-9) -
Abkirzungen: ACA = Adrenokortikales Adenom, ACC = Adrenokortikales Karzinom, n = Anzahl, w =
weiblich, m = méannlich, ns = nicht statistisch signifikant

2.1.1.4 Gewebe fiir die Protein-Untersuchung

2.1.1.4.1 Gesamtpopulation

Fir die Immunhistochemie mit hENT1 standen 369 in Formalin fixierte und Paraffin
eingebettete (FFPE) Nebennierengewebe zur Verfligung (15 nNN, 3 Nebennieren-
hyperplasien (im Folgenden als Teil der nNN gewertet), 51 ACAs, 303 ACCs). Dabei waren
42 Proben neben der IHC (Immunhistochemie) auch fir die gRT-PCR verfiigbar (18 ACA
und 24 ACC).

Von den 303 ACC-Proben (52 in Standardschnitten und 251 in insgesamt sieben Tissue
Microarrays zusammengefasst) wurden 240 aus Erst-OPs, 33 von Lokalrezidiven und 30

von Fernmetastasen gewonnen. Sie stammen von insgesamt 262 Pateinten, wobei 41
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Proben aus verschiedenen Operationen derselben Patienten stammten (z.B. primaren

Tumoren, lokalen Rezidiven und/oder Metastasen).

Fir die Untersuchung von RRM1 standen insgesamt etwas weniger Schnitte zur
Verfliigung: 12nNN, 45 ACAs und 279 ACCs. Die 279 ACC-Gewebeschnitte stammen von
238 Patienten (218 aus Erst-OPs, 32 von Lokalrezidiven und 29 von Fernmetastasen). Die
klinischen Grundcharakteristika der RRM1-Population unterschieden sich nicht von der

hENT1-Population.

2.1.1.4.2 Subgruppe der Patienten mit Gemcitabin-basierter Therapie

Bei 72 Gem-Patienten standen FFPE-Gewebe fiir die Untersuchung der hENT1-
Expression zur Verfigung. Zwei Patienten waren wahrend der Gem-Gaben lost-at-
follow-up und wurden nicht in weitere Untersuchungen einbezogen, sodass das
definitive Kollektiv aus 70 Patienten bestand. Bei elf der Patienten gab es zusatzliche 17
Gewebeproben aus weiteren Operationen (OPs), sodass insgesamt 87 FFPE untersucht

wurden (65 aus Erst-OPs, 9 von lokalen Rezidiven und 13 von Fernmetastasen).

Die grundlegenden klinischen Daten dieser Untergruppe (Mittleres Alter: 43 Jahre,
mediane TumorgroBRe 12,5cm, medianer Weiss-Score: 6, medianer Proliferationsindex
ki67: 20%) unterschied sich nicht von den Patienten ohne FFPE der Gesamt-Gem-

Population.

Fiir RRM1 standen bei 69 Gem-Patienten FFPE-Gewebe zur Verfligung. Ein Patient
wurde wegen unvollstandiger Follow-Up-Daten nicht weiter in die Untersuchungen mit
einbezogen. Bei elf Patienten gab es zusatzlich 18 Gewebe aus weiteren Operationen,
sodass insgesamt 86 Gewebe untersucht wurden (62 aus Erst-OPs, 9 von Lokalrezidiven
und 15 aus Metastasen-OPs). Auch hier unterscheiden sich die klinischen

Grundcharakteristiken nicht von der hENT1- oder der Gesamt-Gem-Population.
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2.2 Verbrauchsmaterial

2.2.1 Reagenzien, Verbrauchsmaterial und Kits

Firma Reagentien, Verbrauchsmaterial, Kits

Applied Biosystems, Darmstadt, | TagMan Gene Expression Master Mix, Part No. 4369016
Germany

Bio Rad, United Kingdom Microseal 'B' seal Seals, Cat. No. MSB1001
Multiplate PCR Plates 96-well, clear, Cat. No. MLL9601

Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht, |Biosphere Filter Tips, Ref 70.1130.210, 70.762.211, 70.760.212

Germany Biosphere SafeSeal Tubes, Ref 72.706.201
Biozym, Wien, Osterreich PCR Soft Tubes, 0,2ml, farblos, Art.-Nr. 711080
Dako, Glostrup, Denmark EnVision Advance HRP Link und Enzym, Ref K4069
Dako North America, Carpinterica, | Liquid DAB+ Substrate Chromogen System, Ref K3468
CA, USA N-Universal Negative Control Rabbit, Ref N1699
Fresenius Kabi, Bad Homburg, | Ampuva Spiillésung, Ref. 1080181
Germany
Merck, Darmstadt, Germany Citronensaure-Monohydrat zur Analyse, 1.00244.1000
Mictoscopy Entellan, 1.07960.0500
Natronlauge 1mol/l, 1.09137.1000
Natronlauge 5mol/l 1.09913.0001
TitriPUR Sodium Hydroxid Solution, 1.09137.1000
Wasserstoffperoxid 30%, 1.08597.1000
Qiagen, Alameda, CA, USA QlAzol Lysis Reagent, Lot No. 436172409
QuantiTect Reverse Transcription Kit, Cat. No. 205313
Rneasy Lipid Tissue Mini Kit, Cat. No. 74804
Roth, Karlsruhe, Germany Hamalaunlésung sauer nach Mayer, Art.-Nr. T865.1

Trichlormethan/Chloroform, Art.-Nr. 3313.1
Salzsdure 1mol/I -1N Lésung, MaRlésung, Art.-Nr. K025.1

Sigma-Aldricht, St. Louis, Missouri, | Ethanol, 32205

USA Methanol, 32213
Sodium hydroxide, 30620
Xylenes, 16446

Sigma Life Science, St. Luis,|Human serum type AB (male), H4522

Missori, USA Phosphat buffered saline tablet, Herstellung des Puffers nach
Herstellerangaben, P4417

Water for molecular biology, DEPC-treated and sterile filtered, 95284

Vector Laboratories, Burmingham, | ImmEdge Pen, Cat. No. H-4000
CA, USA
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2.3 Methoden

2.3.1 RNA-Isolation
Fiir die Quantifizierung der exprimierten RNA musste diese aus dem Gewebe isoliert
werden, anschlieend in ¢cDNA umgewandelt und letztendlich mit der gRT-PCR

analysiert werden.

Die RNA-Extraktion erfolgte aus Fresh Frozen Tissue. Die Proben wurden unmittelbar
nach der operativen Entfernung makroskopisch von zusatzlichem Gewebe wie z.B. Fett
befreit und in kleine, ca. 0,5 x 0,5 x 0,5 mm groRe Stiicke geteilt, in flissigem Stickstoff

gefroren und bei -80°C gelagert.

Um den Abbau der RNA durch RNAsen zu verhindern, wurde ausschliefRlich mit RNAse-
freiem Wasser gearbeitet und die Proben wahrend der Bearbeitung auf Eis gekihlt. Es
wurde auf hochste Sauberkeit geachtet. Die RNA-Extraktion erfolgte nach
Herstellerangaben mit dem RNeasy Lipid Tissue Mini Kit von Qiagen (Cat. No. 74804).
Als Vorbereitung wurden die autoklavierten Glashomogenisatoren fir 10 Minuten in
UV-Licht gelegt. Anschlielend folgte die Homogenisierung von 20-40mg des zu
untersuchenden Gewebes mit 1ml QlAzol. Das QlAzol denaturiert Proteine, wodurch
RNAsen aus dem Gewebe deaktiviert werden. Gleichzeitig enthalt es Phenol, in dem die
RNA sich 16st. Die RNA wurde anschlieRend mit Isopropranolol und Ethanol gefillt und

in RNAse-freiem Wasser gelost.

2.3.2  cDNA-Umschreibung

Fiir die quantitative Analyse des RNA-Gehalts mithilfe der PCR muss die RNA zunachst
in ihr Transkript, die cDNA, umgeschrieben werden. Dazu wurde das QuantiTect Reverse
Transcription Kit von Qiagen (Cat. No. 205313) genutzt und nach Herstellerangaben

vorgegangen.

Um eine konstante Menge RNA von 1000ng pro Ansatz zu analysieren, wurde sie je nach
Konzentration mit einer entsprechenden Menge Wasser verdiinnt (Nanodrop 2000c,

Thermo Scientific). Die anschlieRende Zugabe von gDNA wirkte einer Stérung der
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Ergebnisse durch eventuell vorhandene genomische DNA entgegen. Es folgte eine
Inkubation der Mischung fiir 5 Minuten bei 42°C und eine Abkihlung auf 4°C. Nach
Zugabe eines Primer-Mixes, des RT-Puffers, der auch die dNTPs enthalt, und der
reversen Transkriptase wurden die Proben 15 Minuten bei 42°C inkubiert. Wahrend
dieser Zeit fand die Transkription statt. Das Ende der Reaktion wurde durch ein 3-
mindtiges Erhitzen auf 95°C herbeigefiihrt. Es folgte die Lagerung der cDNA bei -20°C

oder die direkte Weiterverarbeitung.

2.3.3 gRT-PCR
Die gRT-PCR gibt neben dem Amplifizieren DNA mit Hilfe von Fluoreszenz-Messung auch
eine Echtzeit-Auskunft Gber die Menge der vorhandenen DNA. Je mehr PCR-Produkte es

gibt, desto mehr Fluoreszenz wird gemessen.

2.3.3.1 Ablauf
Eine Polymerase-Kettenreaktion verlauft in 3 Schritten: dem Denaturierungsschritt, dem

Annealingschritt und dem Elongationsschritt.

Bei der Denaturierung wird die Probe auf 95°C erhitzt, wodurch sich die
doppelstrangigen DNA-Strange voneinander trennen. Durch Abkiihlen kdénnen die
Oligonucleotidprimer an die richtige Stelle der DNA binden (Annealing). Die Temperatur
richtet sich nach den verwendeten Primern, in unserem Fall waren es 60°C.
AnschlieBend wird die Probe erneut auf 72°C erhitzt, der optimalen Arbeitstemperatur
der Tag-Polymerase. Die Polymerase verldangert die Primer entlang der komplementaren
DNA, sodass wieder eine doppelstrangige DNA entsteht (Elongation). Pro Zyklus wird
damit die DNA idealerweise verdoppelt, sodass insgesamt eine etwa exponentielle

Vermehrung stattfindet.
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2.3.3.2 Quantifizierung

Die Quantifizierung erfolgt nicht als absoluter Wert, sondern als relative Expressionsrate
R bezogen auf ein Referenzgen nach der ACT-Methode (Pfaffl 2001). Das Referenzgen
(auch Haushaltsgen) ist ein Gen, welches zellzyklusunabhangig und konstant exprimiert

wird. In unserem Fall wurde B-Aktin verwendet.

Bei der gRT-PCR wird bei der Herstellung der doppelstrangigen DNA ein Fluoreszenz-
Farbstoff abgegeben. Fir jede untersuchte cDNA wird ein Schwellenwert (CT, cycle
threshold) ermittelt. Er entspricht dem Zyklus, an dem die Fluoreszenz liber die
Grundfluoreszenz steigt. Je mehr PCR-Produkte es gibt, desto schneller wird dieser
Schwellenwert erreicht. Die relative Expressionsrate wird dann mit folgender Formel

errechnet:

R = ZCTReferenzgen_ CTtarget

Relatives Expressionsverhaltnis ACT; CT = Cycle Threshold,
Referenzgen = B-Aktin, target = hENT1 bzw. RRM1

2.3.3.3 Durchfiihrung

Fiir die gRT-PCR wurden alle Werte doppelt erhoben und gemittelt. Jeder Ansatz
enthielt 40ng cDNA zusammen mit 12,5ul TagMan Gene Expression Master Mix, 1,25ul
der entsprechenden Sonde (SLC-29A1: Hs 01085706_m1, RRM1: Hs 01040698 _m1, f3-
Actin: Hs 9999903 m1, Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) und 12,5ul
destilliertes Wasser. Zusatzlich enthielt jeder Durchlauf eine Negativkontrolle mit
destilliertem Wasser anstelle der cDONA. Nach Durchmischen der einzelnen Proben und
Zentrifugation wurden die Transkriptionslevel in dem CFX real-time thermocycler
(Biorad, Hercules, CA, USA) und der Bio-Rad CFX Manager 2.0 Software bestimmt. Die
genauen Zyklus-Konditionen bestanden aus einer initialen Erwarmung auf 95°C fir 3
Minuten gefolgt von 40 Zyklen mit je 95°C fiir 30 Sekunden, 60°C fir 30 Sekunden und
72°C fur 30 Sekunden.
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2.3.4  Immunhistochemie

2.3.4.1 Theorie

Mit Hilfe der Immunhistochemie wird die Menge eines bestimmten Proteins, bei uns
hENT1 und RRM1, in einem Gewebe untersucht. Die Farbung beruht auf einer
Antikorper-Antigen-Reaktion. Ein Erstantikorper bindet spezifisch gegen das zu
untersuchende Antigen. Als Detektionssystem diente das EnVision Advance HRP-
System. Bei diesem System wird ein sogenannter Link und anschlieBend eine Peroxidase
(Horseradish peroxydase, HRP) hinzugegeben, die ihrerseits an den Link bindet. Das
zugegebene Chromogen Diamino-benzidintetrahydrochlorid (DAB) wird durch die
Peroxidase oxidiert, bindet an umgebende Proteine und wird in eine farbige Substanz
umgewandelt. Bei vielen vorhandenen Epitopen ergibt sich eine dunklere Farbung, die

in der spateren Auswertung quantifiziert wird.

2.3.4.2 Durchfiihrung
Das Gewebe fiir die immunhistochemische Untersuchung lag in Formalin-fixierter und
in Paraffin-eingebetteter (FFPE) Form vor. Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur

unter Lichtausschluss.

Die FFPE-Gewebe wurden in 2um dicken Schichten geschnitten (Mikrotom Hn40, Jung,
Heidelberg) und auf Objekttrager aufgebracht. Nach ausreichender Trocknung wurden
die Schnitte zwei mal zwolf Minuten in Xylol entparaffiniert, mit einer absteigenden
Alkoholreihe rehydriert (100%, 90%, 80%, 70% Ethanol) und mit destilliertem Wasser

gewaschen.

Zur Demaskierung der Epitope erfolgte ein 13-miniitiges Kochen der Schnitte in einem
10 mM Citronensduremonohydrat-Puffer (pH 6,5, pH-Meter: inoLab ph 720) im
Dampfdrucktopf und anschlieRendes Erkalten Gber 20 Minuten. Es schloss sich ein

weiterer Waschschritt in destilliertem Wasser an.

Fiir die Hemmung der endogenen Peroxidase wurde das Gewebe zundchst mit einem

Fettstift (ImmEdge (TM) Pen) umkreist und anschlieBend fir zehn Minuten mit einer

34



3%igen Wasserstoffperoxid-in-Methanol-Losung eingedeckt. Es folgte ein weiterer
Waschschritt mit destilliertem Wasser. Der Proteinblock zur Vermeidung unspezifischer
Farbung wurde durch einstlindige Inkubation mit 20% humanen AB-Serum in PBS

(Phosphat buffered saline) durchgefihrt.

Im Anschluss folgte eine einstiindige Inkubation mit dem Primarantikorper gegen hENT1
(Sigma Life Science, HPA012383-100UL Anti-SLC29A1 rabbit polyclonal antibody, Sigma
Aldricht, St. Louis, Mo, Epitop: PrEST; Verdinnung 1:30, (Fisher et al. 2013)) bzw. eine
Inkubation tGber Nacht bei 4°C mit dem Antikorper gegen RRM1 (Abcam, Anti-RRM1
antibody ab81085, rabbit polyclonal antibody, Abcam, Cambridge, UK, Epitop: C-Term,
Verdlinnung 1:100, (Kunos et al. 2012; Nakagawa et al. 2013)). Bei beiden Antikérpern
handelt es sich um Kaninchen-Antikorper. Daher wurde bei jedem Durchlauf eine
Negativ-Kontrolle mit N-Universal Negative Control Anti-Rabbit (Dako North America,
Ref N1699) durchgefiihrt, die separat gewaschen aber sonst wie alle Proben behandelt

wurde.

Nach einem Waschschritt in PBS erfolgte nun die Detektion mittels des HRP-Systems von
Dako. Die Schnitte wurden 20 Minuten mit HRP Link inkubiert, anschliefend dreimal
finf Minuten in PBS gewaschen und weitere 20 Minuten mit HRP Enzym inkubiert und
wieder dreimal finf Minuten gewaschen. Von diesem Stadium an erfolgten alle

Arbeitsschritte in Dunkelheit.

Zunachst fand eine zehnminutige Inkubation mit verdiinntem DAB (DAB Substrate Kit,
Dako, Herstellung nach Herstellerangaben) statt. Nach dem Waschen mit
Leitungswasser folgte eine zweiminttige Gegenfarbung der Schnitte in Hdmalaun und
eine funfmindtige Blauung in flieBendem Leitungswasser. Zum Trocknen wurden die
Schnitte kurz in 100%iges Ethanol getaucht und 20 Minuten bei 56°C in einem Ofen
erwarmt. Den Schluss bildete das Eindecken der Schnitte mit Entellan und das Versehen

mit Deckgldschen.

Mit Ausnahme des Primarantikorpers RRM1 erfolgten alle Inkubationsschritte bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer, RRM1 wurde lber Nacht bei 4°C, ebenfalls

in einer feuchten Kammer, inkubiert.
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2.3.4.3 Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schnitte erfolgte von zwei
Begutachtern unabhangig voneinander (J. E. K. Henning und C. L. Ronchi). Die primare
Ubereinstimmung zwischen den Personen lag nach Pearsons Korrelationskoeffizienten
bei 0,66 (95% Cl 0,59 — 0,71) fur hENT1 und 0,62 (95% Cl 0,56 — 0,68) fir RRM1. Bei
Nichtibereinstimmen haben beide die Schnitte erneut bewertet. Im Falle einer
weiterhin bestehenden Nichtibereinstimmung wurden die Schnitte anhand von

Referenzbildern gemeinsam einer Kategorie zugeordnet.

Fir hENT1 wurden Zytoplasma- und Membranfarbung ausgewertet (siehe hENT1,
Vorkommen in der Zelle). RRM1 befindet sich zellzyklus-unabhangig immer im
Zytoplasma (Pontarin et al. 2008; Mann et al. 1988), daher wurde nur die Zytoplasma-

Farbung untersucht.

Als Positivkontrolle fiir hENT1 dienten Gewebe von Kolon und Hodenkrebs, fir RRM1

von hepatozelluldaren und Prostatakarzinomen.

Fiir das Scoring-System erfolgte zunachst die Einteilung der Intensitat der Gewebe-
Farbung im Zytoplasma fiir RRM1 und hENT1 in Zahlenwerte: O flir negativ (= nur blaue
Hamalaun-Farbung), 1 fir leicht positiv, 2 fir positiv und 3 fir stark positiv. Zu jedem
Punktewert wurde die Prozentzahl angegeben, in der diese Intensitdt vorlag. Aus
Farbung und Prozent wurde ein semiquantitativer h-Score (in Anlehnung an Al-Haddad
et al. 1999) wie folgt berechnet: Die hochste vorhandene Intensitdit wurde bei
Vorhandensein in 50-100% mit dem Faktor 1 multipliziert, bei 20-49% mit dem Faktor
0,5 und bei 1-19% mit dem Faktor 0,3. Daraus ergab sich eine Spanne von h-Score 0 bis

maximal 3.

Die Membranfiarbung wurde in eine positive und negative Farbung eingeteilt. Das

Gewebe erhielt den Wert, der in mehr als 50% des Schnitts zu sehen war.
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2.3.5 Statistische Analyse

Dichotome Variablen wurden mit dem Exakten Fischer-Test oder dem Chi-Quadrat-Test
ausgewertet. Bei kontinuierlichen, normalverteilten Variablen wurde der zweiseitige T-
Test oder der einseitige ANOVA angewandt (parametrische Tests). Gruppen nicht-
normalverteilter Variablen wurden mit dem Mann-Whitney oder Kruskal-Wallis-Test
(nicht-parametrische Tests) miteinander verglichen. AnschlieRend fand ein Post-Hoc-
Test Verwendung. Korrelationen und 95%-Konfidenzintervalle wurden mittels linearer

Regressionsanalyse ermittelt.

Das erkrankungsspezifische Uberleben (0S) wurde als Zeit zwischen Diagnosestellung
bzw. Erst-OP bis zum krankheitsvermittelten Tod oder letzter Follow-Up Untersuchung
definiert, das progressionsfreie Uberleben (PFS) als Zeit zwischen primarer RO-

Tumorresektion oder Beginn der Gem-Therapie bis zu einem Tumorprogress oder Tod.

Fir alle Uberlebenskurven wurde eine Kaplan-Meier-Schitzung angewandt.
Unterschiede zwischen Uberlebenszeiten wurden mit dem Log-Rank-Test ermittelt. Fiir
das Errechnen des Hazard Ratio erfolgte eine Einteilung zweier ACC-Gruppen nach hoher
und geringer Expression (beispielsweise hohe Expression ab einem h-Score von 2 fiir die
zytoplasmatische Farbung). Um Faktoren auszumachen, die das Uberleben unabhingig
von anderen beeinflussen, wurde mit einer Cox-Regression eine multivariate
Regressionsanalyse durchgefiihrt. Als Software fanden GraphPad Prism (Version 6.0, La
Jolla, CA, USA) und SPSS (PASW Version 21.0, SPSS Inc., Chicago, I, USA) Anwendung. p-

Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Wirksamkeit der Gemcitabin-basierten Therapie

Die grundlegenden klinischen Daten der 114 mit Gem behandelten Patienten sind in
Tabelle 5 (Kapitel 2.1.1.1) aufgelistet. Bezogen auf alle Gem-behandelten Patienten lag
das mediane PFS wahrend der Therapie bei drei Monaten (90 Tagen) mit einer Range
von 0,2 bis 17 Monaten (7-509 Tagen). Das mediane erkrankungsspezifische Uberleben

nach Gem-Therapie lag bei zehn Monaten (Range 0,2-70), Abbildung 7.

Ein Patient starb krankheitsbedingt (nicht durch die Therapie verursacht) nach 7 Tagen
innerhalb des ersten Zyklus. Alle weiteren Patienten erhielten mindestens zwei Zyklen

Gem.

100 -o-- progression free
—e— overall

Percent survival
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Abbildung 7: Wirksamkeit der Gem-basierten Therapie bei 114 Patienten mit
adrenokortikalem Karzinom, progressionsfreies Uberleben und erkrankungsspezifisches
Uberleben in Kaplan-Meyer Kurven
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Insgesamt hatten 28 Patienten (25%) bei der ersten Follow-up-Untersuchung eine SD
mit einem medianen PFS von 6,3 Monaten (Range 0,7-17 Monate). Bei den restlichen

86 Patienten (75%) wurde ein Progress festgestellt.

214 J
204 ]

194 ]

184 ]
174 J

([ —
{7 E—
21 Patienten (18%) hatten einen Y E—
» 131 |
clinical benefit von der Gem- EWPL_—J
. _ LR —
basierten-Behandlung  (Definition: §19-:
F —
SD oder PR von 24 Monaten, siehe (4 —

64 ]
CF E—

4+ |

CE I—

Beurteilung der Wirksamkeit und

Toxizitdt von Gem, Kapitel 2.1.1.2) P

14 |
mit einer mittleren Dauer von sieben & o o & ,‘9'
Monaten (Range 4-17 Monate), Time (months)

Abbildung 8: Dauer des Clinical Benefits (stable
disease oder partial response (iber mindestens vier
Monate) bei 21 Patienten unter Gemcitabin-
basierter Therapie

Abbildung 8.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten beobachtet werden,
die Gem als Erst- oder Zweitlinientherapie oder spater erhalten haben. Ebenso gab es
keine Unterschiede im PFS oder erkrankungsspezifischen Uberleben zwischen einer
zusatzlichen Behandlung mit Mitotane und ohne (p=0,27, HR = 1,26, 95%Cl = 0,83-2,15).
Die 102 Patienten mit der gleichzeitigen Behandlung mit Capecitabin hatten ein langeres
PFS wahrend der Behandlung, jedoch erreichte dieser Unterschied keine statistische

Signifikanz (p = 0,07, HR 0,61, 95%Cl = 0,23-0,99).

3.2 Toxizitat der Gemcitabin-basierten Therapie
Informationen Uber unerwiinschte Ereignisse (UE) wahrend der Gem-Behandlung
konnten bei 79 der 114 Patienten erhoben werden, eine Ubersicht liefert Tabelle 7. Gem

wurde insgesamt gut toleriert.
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Tabelle 7: Behandlungsbedingte unerwiinschte Ereignisse entsprechend den ,,Common
Criteria for Adverse Events" Version 4.03 bei 79 Patienten mit Angaben unerwiinschter
Ereignisse unter Gem-Behandlung

Unerwiinschtes Ereignisse Grad I- | Grad lll | Grad IV | Unbekannter
Il n (%) n (%) Grad
n (%) n (%)
Hamatologisch
Anamie —n (%) 21 2 (2,5) 0 0
(26,6)
Thrombopenie — n (%) 9(11,4) | 2(2,5) 1(1,3) 2(2,5)
Neutropenie —n (%) 4(51) | 2(2,5) | 1(1,3) 1(1,3)
Nicht-hdmatologisch
Schwache —n (%) 16 0 0 0
(20,3)
Ubelkeit/Erbrechen — n (%) 11 1(1,3) 0 0
(13,9)
Odeme —n (%) 9(11,4) 0 0 0
Fieber —n (%) 6 (7,6) 0 0 0
Thorakale oder generalisierte 6(7,6) | 1(1,3) 0 0
Schmerzen — n (%)
Dyspoe — n (%) 6 (7,6) 0 0 0
Parasthesien/Taubheitsgefiihl — n (%) 5(6,3) 0 0 0
Diarrhoe — n (%) 4(5,1) 0 0 0
Mukositis — n (%) 2(2,5) 0 0 0
Appetitlosigkeit — n (%) 2(2,5) 0 0 0
Hand-FuB-Syndrom —n (%) 1(1,3) | 1(1,3) 0 0
Obstipation — n (%) 1(1,3) 0 0 0
Kopfschmerzen — n (%) 1(1,3) 0 0 0
Polyneuropathie — n (%) 1(1,3) 0 0 0
Es gab keine unerwiinschten Ereignisse des 5. Grades. Bei einem Patienten musste aufgrund
einer schwerwiegenden Neutropenie die Behandlung mit Gem nach dem zweiten Zyklus
abgebrochen werden.
Die Prozentangaben beziehen sich auf die 79 Patienten, bei denen Angaben zu UEs gefunden
wurden.

Die hiufigsten UE waren eine allgemeine Kérperschwiche (20,2% der Fille), Ubelkeit
und Erbrechen (13,9%), Odeme (11,4%), Fieber, thorakale oder generalisierte
Schmerzen und Dynspnoe (je 7,6%), Taubheitsgefiihle (6,3%) und Diarrhoe (5,1%).
Seltene UE waren Mukositis und Appetitlosigkeit (je 2,5%), Hand-FuB-Syndrom und
Kopfschmerzen (je 1,3%). Hamatologische UE waren voriibergehende Neutropenien
(17,7%), Anamien (29,1%) und Thrombopenien (10,2%). Schwerwiegende

unerwinschte Ereignisse (CTC Grad llI-IV) wurden in 11 Féllen (13,9%) bei insgesamt 9
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Patienten beobachtet. Bei einem Patienten musste die Gem-Therapie aufgrund der UE
(schwerwiegende Leukopenie) nach dem zweiten Zyklus abgebrochen werden. Es
konnten keine Unterschiede in Bezug auf die Toxizitat zwischen Patienten mit und ohne

gleichzeitige Mitotane-Gaben gefunden werden.

3.3 hENT1 und RRM1 mRNA-Expression in adrenokortikalen Geweben und ihr

Zusammenhang zu klinischen Ergebnissen

I+

Die relative Expression von hENT1 mRNA war in ACCs geringer (Mittelwert

Standardabweichung 0,30 + 0,50) als in ACAs (0,54 + 0,65) und nNN (0,43 + 0,26, p

0,0039 im Kruskal-Wallis und Post-Hoc-Test, siehe Abbildung 9).

Die relative RRM1 mRNA Expression war hingegen in ACC, ACA und nNN sehr dhnlich
(0,18 +0,16 vs. 0,18 £ 0,13 vs. 0,19 £ 0,16, p = 0,94).
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Abbildung 9: Relative hENT1 mRNA-Expression in normalen Nebennieren (NA),
adrenokortikalen Adenomen (ACA) und adrenokortikalen Karzinomen (ACC). Statistische
Analyse mit dem Kruskal-Wallis- und Post-Hoc-Test

Bei Betrachtung der ACC-Patienten konnte keine Korrelation zwischen hENT1 oder

RRM1 mRNA-Expression und samtlichen untersuchten histopathologischen und
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klinischen Parametern zum Zeitpunkt der Erstdiagnose gefunden werden (TumorgréRe,
Hormonexpression, ENSAT-Tumorstadium, Weiss-Score, Ki67, Anzahl der Fern-

metastasen).

In Beziehung zu klinischen Ereignissen zeigte sich allein bei geringer hENT1 mRNA-

Expression ein Trend zum kiirzeren PFS (p=0,14, HR=1,87).

3.4 hENT1 und RRM1 Proteinexpression in unterschiedlichen
Nebennierenrindengeweben
Reprasentative Beispiele fir hENT1- und RRM1-Immunfirbung von normalen und

neoplastischen adrenokortikalen FFPE-Proben werden in Abbildung 10 gezeigt.

Adrenocortical carcinoma  Adrenocortical carcinoma
Normal adrenal gland Adrenocortical adenoma (primary tumor) (local recurrence/metastasis)

Abbildung 10: Beispiele fiir hENT1-Immunférbung (A-D). A: normale Nebenniere
(zytoplasmatische Fdrbung h-Score= 2, Membranfdrbung: stark positiv);, B:
Nebennierenrindenadenom (zytoplasmatische Férbung h-Score= 2, Membranférbung
positiv); C: Nebennierenrindenkarzinom, Primdrtumor (zytoplasmatische Fédrbung h-
Score= 2, Membranfdrbung negativ); D: Nebennierenrindenkarzinom, Metastase
(zytoplasmatische Férbung h-Score= 1, Membranférbung negativ)
Beispiele fiir RRM1-Immunfédrbung (E-F). E: normale Nebenniere (zytoplasmatische
Férbung h-Score= 2); F: Nebennierenrindenadenom (zytoplasmatische Férbung h-Score=
2); G: Nebennierenrindenkarzinom, Primdrtumor (zytoplasmatische Fédrbung h-Score=
2); H: Nebennierenrindenkarzinom, Lokalrezidiv (zytoplasmatische Férbung h-Score= 1)
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3.4.1 Zytoplasmatische und membranodse hENT1-Farbung

Die zytoplasmatische Farbung von hENT1 (hENT1c) war mit >50% positiven Zellen in 86%
aller Proben sehr homogen (Median 75%, Range 20%-100%). Es zeigte sich eine starke
Farbung (h-Score > 2) in 42% der ACCs (127/303), 37% der ACAs (19/51) und in 50% der
nNN (9/18; p=0,63 mit dem Chi-Quadrat-Test mit absoluten Zahlen). Es gab keinen
signifikanten Unterschied zwischen der Farbeintensitdit von Primdrtumoren,
Lokalrezidiven und Metastasen (starke Farbungin 98/240, 14/33 und 14/28, p = 0,65 mit
dem Chi-Quadrat-Test).

Die hENT1-Membranfarbung (hENT1m) wurde in positiv und negativ unterteilt. Ein
positives hENT1m wurde in signifikant weniger ACCs (92/303, 30%) als ACAs (36/51,
71%) oder nNN (11/18, 61%; p < 0,005 mit dem Chi-Quadrat-Test mit absoluten Zahlen)
gefunden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Auswertung der hENT1-Membranfdrbung in normalen Nebennieren
(NAG), Nebennierenrindenadenom (ACA) und Nebennierenrindenkarzinom (ACC) (p <
0,001 im Kruskal-Wallis-Test per Trend)
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In Bezug auf die 303 ACC-Proben wurde eine positive hENT1m-Farbung in tendenziell
weniger Metastasen (3/28, 11%) in Vergleich zu Primartumoren (79/240, 33%) und
Lokalrezidiven gefunden (10/33, 30%) (p = 0,054 mit dem Chi-Quadrat-Test auf absolute
Zahlenwerte, Abbildung 12). Ahnliche Ergebnisse konnten bei den 41 zusatzlichen FFPE-

Proben von verschiedenen Operationen der gleichen Patienten beobachtet werden.
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Abbildung 12: Auswertung der hENTI1-Membranfdrbung  Erstoperationen,
Lokalrezidiven und Metastasen (p = 0,054 im Kruskal-Wallis-Test per Trend)

3.4.2 RRM1-Farbung

Auch RRM1 zeigte mit >50% positiven Zellen in 76% aller Proben eine homogene
zytoplasmatische Farbung (Median 70%, Range 15-100%). Sowohl nNN als auch ACTs
wiesen eine starke zytoplasmatische Farbung (h-Score > 2) auf (67% der nNN, 71% der
ACAs und 70% der ACCs). Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Farbung von Primartumoren, Lokalrezidiven oder Fernmetastasen unter
Berlicksichtigung der 279 ACC-Gewebeproben fiir RRM1 gefunden (p = 0,81 mit dem
Chi-Quadrat-Test).
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3.5 Korrelationen zwischen Proteinexpression von hENT1, RRM1 und klinischen
Parametern

Es bestanden keine signifikanten Korrelationen zwischen hENT1- oder RRM1-Farbung

und den ausgewerteten histopathologischen und klinischen Parametern, die zum

Zeitpunkt der Diagnose erhoben wurden.

Fiir die Korrelationsanalysen zwischen Farbeintensitdten und klinischen Outcome
wurden nur ACC-Patienten mit Gewebe aus Erstoperationen am Primartumor (fir
hENT1 240 und fiir RRM1 218) einbezogen. Patienten mit negativer hENT1m Farbung
hatten ein signifikant kiirzeres krankheitsspezifisches Uberleben und PFS unabhingig
von der Therapie als Patienten mit positiver hENT1Im Farbung (medianes
krankheitsspezifisches Uberleben 30 vs. 89 Monate, p = 0,0033, HR fiir spezifischen Tod
=1,71, 95%Cl = 1,23-2,85; medianes PFS 8 vs. 13 Monate, p =0,0172, HR fiir Progress =
1,44, 95%Cl = 1,08-1,94) (Abbildung 13 A und B). Der Einfluss von hENT1m auf das
krankheitsspezifische Uberleben blieb in der multivariaten Analyse erhalten, die das
ENSAT-Tumorstadium, den Resektionsstatus und den Proliferationsmarker Ki67

beinhaltete (p = 0,009, HR fiir Tod = 0,53, 95%CI = 0,33-0,85).
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Abbildung 13: Einfluss der membranésen hENT1-Expression auf die Uberlebenszeiten: A:
Krankheitsspezifisches Uberleben und B: Progressionsfreies Uberleben ab Zeitpunkt der
Erstoperation bei positiver und negativer hENT1m-Expression (Kaplan-Meyer Kurven und
Log-Rank-Test)

Zwischen der zytoplasmatischen Farbung von RRM1 und hENT1lc und dem

krankheitsspezifischen Uberleben oder PFS wurde kein Zusammenhang gefunden
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(krankheitsspezifisches Uberleben RRM1: p = 0,35, HR = 1,18, 95%C I= 0,83-1,72; PFS
RRM1: p=0,67, HR =1,07, 95%Cl = 0,78-1,48, krankheitsspezifisches Uberleben hENT1c:
p=0,61, HR=0,922, 95%Cl = 0,67-1,27, PFS hENT1c: p = 0,58, HR = 0,922, 95%Cl = 0,69-
1,24).

3.6 hENT1 und RRM1 Proteinexpression: Vorhersagewert fir eine Gemcitabin-
basierte Therapie

Von den 114 Patienten, die mit Gem behandelt wurden, stand von 70 Patienten FFPE-
Gewebe zur Verfiigung. Diese Untergruppe zeigte keine Unterschiede in den
Behandlungsregimen und im PFS wdhrend der Gem-basierten Therapie (Median 3
Monate bzw. 88 Tage) zur Hauptgruppe. Es wurde kein signifikanter Zusammenhang
zwischen hENT1m-Farbung und der PFS unter Therapie gefunden (p = 0,97 mit dem Log-
Rank-Test, HR fiir Progression = 0,99, 95%Cl = 0,57-1,70, sieche Abbildung 14).
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Abbildung 14: Zusammenhang zwischen membrandéser hRENT1 Férbung und Wirkung der
Gem-basierten Therapie bei 70 Patienten mit fortgeschrittenen
Nebennierenrindenkarzinomen (Kaplan-Meyer Kurven und Log-Rank-Test)
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Es gab keine Korrelation der Therapieresponse von ACC-Patienten mit positiver bzw.
negativer Membranfarbung (Progress bei 33/45 bzw. 16/25 Patienten, p = 0,67 mit dem
Chi-Quadrat-Test).

Auch RRM1 und hENT1c hatten keinen signifikanten Einfluss auf das PFS wahrend der
Behandlung (RRM1: p = 0,52 mit dem Log-Rank-Test, HR = 0,84, 95%Cl| = 0,46-1,46;
hENT1c: p = 0,42 mit dem Log-Rank-Test, HR = 0,83, 95%Cl = 0,51-1,34, Abbildung 15 A
und B) oder auf die Tumorresponse unter Gem-basierter Therapie (p=0,43 flir RRM1 und

p= 0,41 fir hENT1c mit dem Chi-Quadrat-Test).
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Abbildung 15: Zusammenhang zwischen mdéglichen prédiktiven Faktoren und Wirkung
der Gem-basierten Therapie. Untersuchung von 70 Patienten mit fortgeschrittenen
Nebennierenrindenkarzinomen, dargestellt mithilfe des progressionsfreien Uberlebens
unter Gem-basierter Therapie (Kaplan-Meyer Kurven und Log-Rank-Test). A) RRM1-
Férbung und B) zytoplasmatische hENT1-Fdrbung

Wegen der moglichen Internalisierung von hENT1 (Nivillac et al. 2011) teilten wir die
hENT1-Farbung von Membranen und Zytoplasma in Gruppen ein (Gruppe 1: hENT1c und
hENT1m positiv, Gruppe 2: hENT1c positiv und hENT1m negativ, Gruppe 1: hENT1c
negativ und hENT1m positiv, Gruppe 4: beides negativ) und untersuchten einen
Zusammenhang zur Wirksamkeit von Gem. Auch hier fanden sich keine signifikanten

Unterschiede (p = 0,12 bei Log-rank Mantel-Cox Test).

Es fand sich auch sich keine signifikante Korrelation zwischen der Kombination aus
hENT1m und RRM1 und dem PFS wahrend der Gem- basierten Therapie (p = 0,99 mit
dem Mantel-Cox-Test, Abbildung 16).
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Abbildung 16: Zusammenhang zwischen der Kombination aus hENTIm- und RRM1-
Fédrbung und Wirkung von der Gemcitabin-Therapie bei 70 Patienten mit
fortgeschrittenen Nebennierenrindenkarzinomen (Kaplan-Meyer Kurven und Mantel-
Cox-Test)
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4 Diskussion

4.1 Gemcitabin beim fortgeschrittenen adrenokortikalen Karzinom

Patienten mit fortgeschrittenem ACC haben eine sehr schlechte Prognose: die Filinf-
Jahres-Uberlebensrate im metastasierten Stadium liegt bei unter 15% (Fassnacht et al.
2009). Die Erstlinien-Chemotherapie fir fortgeschrittene ACCs besteht derzeit aus dem
EDP-M-Schema (Berruti et al. 2012a; Fassnacht et al. 2012; Fassnacht et al. 2018; Hoff
und Berruti 2016; Mihai 2015). Eine Gem-basierte Therapie wurde als wirksame
Therapieoption bei Patienten mit fortgeschrittenem ACC beschrieben und daraufhin als
Zweitlinientherapie nach Therapieversagen von EDP-M empfohlen (Fassnacht et al.
2013; Hoff und Berruti 2016; Sperone et al. 2010; Terzolo et al. 2014a). Diese
Empfehlung stltzt sich auf eine multizentrische Phase-II-Studie an 28 Patienten, bei der
46% der behandelten Patienten einen clinical benefit hatten (Sperone et al. 2010). Die
Wirkung von Gem auf das ACC wurde bis jetzt noch nicht durch weitere Studien
bestatigt. Die vorliegende Arbeit untersucht die Wirkung einer Gem-basierten Therapie
bei Patienten mit fortgeschrittenem ACC an einem sehr groRen Patientenkollektiv
(n=114). Fir die endgultige Publikation wurden die in dieser Arbeit untersuchten
Patienten mit einem italienischen Kollektiv zu einer multizentrischen Studie
zusammengefasst (Henning et al. 2017). Dies fihrte zur Untersuchung von 155
Patienten, von denen 10 wegen unvollstandigen Folgeuntersuchungen nicht mit in die
Studie einbezogen wurden. Mit den 145 Patienten ist die Studie die zweitgrofSte Studie

Uber Chemotherapien beim ACC (Fassnacht et al. 2013).

Im fortgeschrittenen und vorbehandelten Tumorstadium ist schon eine Stabilisierung
des Tumors Uber einen langeren Zeitraum bedeutungsvoll (Sperone et al. 2010).
Deswegen wurde ein ,clinical benefit” als eine SD oder besseres Ansprechen fiir
mindestens vier Monate als ein Endpunkt unserer Studie definiert. Die aktuelle
Untersuchung zeigte einen clinical benefit bei nur 18% der Patienten unter Gem-
basierter Behandlung. Dies liegt deutlich unterhalb der zuvor beschriebenen 46%

(Sperone et al. 2010) (zum Vergleich der Studien siehe Tabelle 8).
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Bei Sperone et al. erhielten alle Patienten neben Gem auch Mitotane und ein
Fluoropyrimidin, also Capecitabin oder 5-FU. Im nun untersuchten Kollektiv erhielten
102 Patienten zeitgleich Capecitabin und 77 Mitotane. Gem und Capecitabin wurden in
beiden Studien identisch dosiert. Wahrend aktuell kein Unterschied im Uberleben
zwischen Patienten mit und ohne Mitotane gefunden werden konnten, konnte in der
multizentrischen  Studie ein langeres PFS erreicht werden, wenn die
Plasmakonzentration von Mitotane bei >14mg/L und damit im therapeutischen
Zielbereich lag (Henning et al. 2017). Das bessere PFS und OS bei Erreichen der Ziel-
Plasmakonzentration wird auch bei Mitotane-Monotherapie beobachtet (Megerle et al.

2018).

Patienten mit gleichzeitiger Behandlung mit Capecitabin hatten in der vorliegenden
Arbeit einen Trend zum langeren PFS unter Therapie, im groRBeren Kollektiv war der
Vorteil sogar statistisch signifikant (Henning et al. 2017). Diese Beobachtung passt zu
den Ergebnissen aus der Pankreaskarzinom-Forschung, in der sich die Kombination aus
Gem und Capecitabin effektiver als die Gem-Monotherapie zeigte (Lee et al. 2017; Lim
et al. 2015; Neoptolemos et al. 2017). Auch beim Brustkrebs wird diese Kombination als
effektive Therapieoption mit wenig Toxizitdt beschrieben (Lim et al. 2015; Yao et al.
2016). Gem sollten bei weiterer Verwendung bei Patienten mit fortgeschrittenem ACC

also in Kombination mit Capecitabin verabreicht werden.

Doch selbst bei ausschlieRlicher Betrachtung der 102 Patienten, die Gem und
Capecitabin in der vorliegenden Untersuchung zusammen erhielten, hatten nur 21% -

und damit ebenfalls weit weniger als die vorbeschriebenen 46% - einen clinical benefit.

Die Patienten von Sperone et al. erhielten Gem als Zweit- oder Drittlinientherapie,
wahrend in der aktuellen Studie die Patienten Gem als Erst- bis Fiinftlinientherapie
erhielten. Allerdings wurde hier kein Unterschied der Wirksamkeit zwischen den
verschiedenen Behandlungspositionen gefunden. Weitere klinische
Grundcharakteristika sind in den Kollektiven sehr dhnlich (bekannte Hormonsekretion
bei 51% im aktuellen Kollektiv vs. 50% bei Sperone et al. vs. 50% bei Henning et al.,

medianes Alter 44 vs. 45 Jahre vs 44, Anteil Frauen/Manner 61%/39% vs. 57%/43% vs
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49%/41%)). Die unterschiedlichen Ergebnisse scheinen demnach durch die Anzahl der
Patienten begriindet zu sein. Das wiederum erlaubt die Aussage, dass die Wirkung einer
Gem-basierten Therapie bei Patienten mit ACC entsprechend der vorliegenden

Untersuchungen moderat ist.

Tabelle 8: Vergleich der Patientenkollektive von Sperone et al. 2010 und der aktuellen

Studie

Sperone et al Erweiterung
P " | Aktuelle Studie | Multizentrisch

2010 *
Anzahl Patienten 28 114 145
Medianes Alter [Jahre] 45 44 44
Anteil Frauen/Méanner [%] 57/43 61/39 59/41
Bekannte Hormonsekretion 50 51 50
[%]
Gleichzeitige Behandlung mit

100 68 79
Mitotane [%]
Gleichzeitige Behandlung mit

100 89 91
Capecitabin [%]
Position von Gem in der 5.3 1.5, 1.5,
Behandlung
Patienten mit clinical benefit 16 18 51
[%]
Patienten mit schweren UEs 29 11 11
[%]
* (Henning et al. 2017)

In der aktuellen Studie zeigte Gem eine gute Vertraglichkeit. Insgesamt gab es bei neun
der 79 Patienten (11%) mit dokumentierten UEs insgesamt elf schwere UEs (CTCAE Grad
3-4). Im Kollektiv von Sperone et al. erlebten acht Patienten (29%) schwere UEs, bei
Henning et al. waren es 16 Patienten (11%), im Allgemeinen wurde die Gem-basierte

Therapie aber gut toleriert (Henning et al. 2017; Sperone et al. 2010).

Eine SD bzw. einen clinical benefit bei mehr als 18% der Patienten und damit potentiell
Gem-Uberlegen erbrachten neben EDP+M und Strepto+M drei weitere Therapien in
Studien: Cixutumumab mit Temsirolimus, Axitinib und Figitumumab (Haluska et al.
2010; Naing et al. 2013; O'Sullivan et al. 2014) (siehe Tabelle 9, vergleiche Tabelle 2,

Zweitlinientherapie, Kapitel 1.1.4.4.3).

51



Tabelle 9: Systemische Therapien mit Gem-iiberlegener oder -Ghnlicher Wirksamkeit in
Studien

Medikament | Pat. Pat. mit clinical Schwere UEs Quelle
benefit bei % der Pat.
EDP-M ~ 131* 67% (8 Wochen) 36% (Ges: (Fassnacht et al. 2012)
66%")
Streptozocin- | 136* 35% (8 Wochen) 27% (Ges: (Fassnacht et al. 2012)
M~ 46%%)
Gemcitabin + 28 46% (4 Monate) 29% (Sperone et al. 2010)
Capecitabin
Gemcitabin- | 114 18% (4 Monate) 11% (Ges: Aktuelle Studie
basiert 14%*)
Gemcitabin- | 145 21% (4 Monate) 11% (Henning et al. 2017)
basiert
Figitumumab 14 43% (3 Monate) 64% (Haluska et al. 2010)
Cixutumumab | 26 42% (6 Monate) 42% (Naing et al. 2013)
+
Temsirolimus
Linsitinib 90 16% (12 Wochen) 19% (Fassnacht et al. 2015)
Axitinib 13 62% (3 Monate) 77% (O'Sullivan et al. 2014)
Vergleich wirksamer Therapien beim ACC. Abkilrzungen: Ges: gesamt (Anzahl der gesamten
schwerwiegenden UEs bezogen auf Patientenanzahl), Pat. = Patienten, UEs = Unerwiinschte
Ereignisse, ~als Erstlinientherapie eingesetzt, * Patienten, die die Therapie erhalten und deren
Response evaluiert werden konnte, *Anzahl aller UEs bezogen auf die Patientenanzahl

Figitumumab, ein Anti-IGF-1R-Antikorper, wurde an 14 Patienten mit ACC getestet, von
denen sechs (43%) eine SD nach drei Monaten erlebten (Haluska et al. 2010). Diese
Therapie hat mit neun schwerwiegenden UE (64%) eine deutlich schlechtere
Vertraglichkeit als Gem. Cixutumumab und Temsirolimus, ein weiterer Anti-IGF-1R-
Antikorper und ein mTor-Inhibitor (mammalian target of rapamycin), wurden bei 26
Patienten angewandt (Naing et al. 2013). 42% (n=11) zeigten eine SD von Uber sechs
Monaten, allerdings gab es auch hier mit elf Fallen (42%) von schwerwiegenden UEs eine

hohere Nebenwirkungsrate als bei Gem.

Die Wirkung von Axitinib, einem VEGFR-Inhibitor (Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor), wurde bei 13 Patienten untersucht (O'Sullivan et al. 2014). Acht (62%)
Patienten hatten eine SD von mehr als drei Monaten, jedoch trat bei zehn Patienten je
mindestens ein schwerwiegendes UE auf (77%). Da bei verschiedenen

Therapieversuchen mit VEGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren bei ACCs insgesamt keine OR
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gefunden wurde, beurteilten O’Sullivan et al. VEGFR als schlechten
Therapieangriffspunkt fiir das ACC (Berruti et al. 2012b; Kroiss et al. 2012; O'Sullivan et
al. 2014).

Alle drei Therapieansatze zeigten in der Untersuchung der kleinen Patientenkollektive
ein besseres Ansprechen auf die Therapie, jedoch auch eine deutlich héhere Rate an
schweren UEs als Gem. Sie wurden nicht an grolReren Populationen an ACC-Patienten

getestet.

Linsitinib (OSI-906) wirkt (iber die Inhibition von IGF-1R und dem Insulinrezeptor. Es
zeigte in einer dosis-bestimmenden Phase-I-Studie ein gutes Ansprechen: Zwei von 15

Patienten (13%)

mit ACC zeigten eine partielle Remission (Jones et al. 2015). Linsitinib wurde daraufhin
in einer doppelblinden Phase-lllI-Studie an 90 Patienten mit fortgeschrittenem ACC
gegen 49 Patienten getestet, die mit einem Placebo behandelt wurden (Fassnacht et al.
2015). Nach zwolf Wochen hatten 15,6% der Linsitinib-behandelten Patienten einen
clinical benefit und nur 19% schwere UEs. Damit liegt die Wirkung leicht unterhalb und
die UEs nur leicht oberhalb der der aktuellen Ergebnisse der Gem-basierten Therapie.
Allerdings konnte kein Unterschied der Uberlebenszeiten der Linsitinib-Gruppe
gegenuber der Placebo-Gruppe gefunden werden und die Arbeitsgruppe um Gary D.
Hammer sprach keine generelle Empfehlung fir die Verwendung von Linsitinib im
fortgeschrittenen ACC aus (Fassnacht et al. 2015). Diese Beobachtung wirft die Frage
auf, ob Gem gegeniber einem Placebo-behandelten Patientenkollektiv einen Vorteil

bieten wiirde, was in weiteren Studien zu untersuchen ware.

Weitere Salvage-Therapien wie Trofosfamide (Kroiss et al. 2016) oder Sunitinib (Kroiss

et al. 2012) zeigten eine geringere Wirksamkeit als Gem.

Als weitere Alternative fir eine Zweitlinientherapie kann eine Therapie mit einer

Kombination aus einem Platin-Derivat und Gem erwogen werden:

Eine gepoolte Auswertung zweier Studien an Patienten mit fortgeschrittenem

Pankreaskarzinom untersuchte insgesamt 503 Patienten, die Gem in Kombination mit
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einem Platinderivat oder Gem als Monotherapie erhalten haben. Patienten mit der
Kombinationstherapie hatten ein langeres PFS und OS (Heinemann et al. 2007). Eine
Gem-Monotherapie wurde bei Patienten, die keine Cisplatin-Standardtherapie
bekommen konnten, gegen eine kombinierte Gem-Platin-Therapie untersucht (Zwitter
et al. 2010). Hierbei wurde wegen eines schlechten Performance-Status der Patienten
die Infusionsdauer von Gem verldangert und die Dosis des Platinderivats im Vergleich
zum Standardprotokoll verringert. Dennoch erbrachte die Kombinationstherapie ein

langeres PFS und OS als die Monotherapie mit Gem.

Ob diese Kombination der Therapie mit einem Platinderivat ohne Gem Uberlegen ist
oder eventuell sogar EDP-M+Gem eine mogliche Erstlinientherapie sein kann, muss

noch untersucht werden.

4.1.1 Pradiktive Faktoren bei Gemcitabin-Therapie

Verschiedene Studien versuchten bereits an anderen Karzinomen, pradiktive Marker fiir
die Wirkung von Gem zu finden. Die groRe Untereinheit der Ribonukleotidreduktase
RRM1 und der Gem-Membrantransporter hENT1 zeigten sich als vielversprechende
Kandidaten (siehe hENT1 bzw. RRM1 als pradiktiver Marker bei Gemcitabin-basierter
Therapie, Kapitel 1.3.4 bzw. 1.4.3). Im ACC lieR sich fir keinen der beiden einen
Zusammenhang zur Gem-Wirkung finden. Spezifische moégliche Griinde dafiir werden in

den Kapiteln hENT1 und RRM1 der Diskussion genannt (Kapitel 4.2 bzw. 4.3).

Allgemein kann es dadurch erklart werden, dass es weitere mogliche pradiktive Marker
gibt; beispielsweise die dCK, die CDA, die Thymidylat-Synthase (TS) und die RRM2. Diese
bzw. Kombinationen aus ihnen haben beim ACC moglicherweise einen gréReren Einfluss
auf die Wirkung von Gem. Einen Einfluss auf andere Malignome untersuchten

verschiedene Studien:

Eine vermehrte Expression von dCK bei Pankreaskarzinomen ging bei verschiedenen
Studien mit einem verlangerten OS oder einer besseren Ansprechrate auf die Gem-
basierte Therapie einher (Ashida et al. 2009; Fujita et al. 2010; Sierzega et al. 2017; Xiong

et al. 2016), andere zeigten jedoch keinen Zusammenhang (Farrell et al. 2016).
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In vitro besteht eine verminderte Zytotoxizitat von Gem bei vermehrter CDA-Expression
(Yoshida et al. 2010). Die Ubertragbarkeit auf die Wirkung in vivo ist noch nicht geklart.
Tibaldi et al. fanden flr das fortgeschrittene nicht-kleinzellige Lungenkarzinom ein
verlangertes OS und PFS bei niedriger CDA-Aktivitat unter Gem plus Platin Therapie
(Tibaldi et al. 2012), wéahrend Ashida et al. im Pankreaskarzinom keinen Unterschied im
Ansprechen von Gem bei unterschiedlicher CDA-Expression ausmachen konnten (Ashida

et al. 2009).

Komori et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen der Expression von TS und der
Gem-Wirksamkeit. In Pankreaskarzinom-Zelllinien fiihrt eine niedrige Expression zu
einer besseren Gem-Wirkung. Pankreaskarzinom-Patienten mit einer verminderten

Expression hatten unter einer Gem-Therapie ein verlangertes PFS (Komori et al. 2010).

RRM2 ist die kleine Untereinheit der Ribonucleotid-Reduktase (siehe
Ribonukleotidreduktase M1, Aufbau und Funktion, Kapitel 1.4.1). Beim
Pankreaskarzinom unter Gem-Therapie konnte bei niedriger RRM2-Expression ein
verlangertes PFS beobachtet werden (Farrell et al. 2016; Fujita et al. 2010), andere

Studien bestatigen diesen Zusammenhang jedoch nicht (Xie et al. 2012).

Ein Nachteil der hier vorliegenden Studie - bezogen auf die Evaluation der pradiktiven
Marker - ist, dass kein Gewebe zur Verfligung stand, welches unmittelbar vor der Gem-
Gabe entnommen wurde. Um eine moglichst gute Vergleichbarkeit und (im Falle eines
positiven Ergebnisses) Ubertragbarkeit in den spateren klinischen Alltag zu
gewadhrleisten, wurde das frithestmogliche Material verwendet, was von den Patienten
zu erhalten war. Von den 70 hENT1- bzw. 68 RRM1-untersuchten Patienten gab es bei
65 bzw. 62 Gewebe aus der ersten Operation am Primarius. Bei drei bzw. zwei Patienten
stand als friiheste Probe Gewebe eines Rezidivs zur Verfliigung und bei zwei bzw. vier
Gewebe einer Metastase. Obwohl die Farbungen zwischen Primarius, Rezidiven und
Metastasen keinen signifikanten Unterschied aufwiesen, zeigte sich bei hENT1m eine
Tendenz zu einer geringeren Farbung. Man kann also nicht ausschlief3en, dass sich die
Tumorgewebe in Bezug auf die Expressionsmuster unterscheiden bzw. bei Fortschreiten

der Erkrankung andern.
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Insgesamt konnte kein Unterschied zwischen der Wirkung von Gem und der Position der
Gem-basierten Behandlung als Erst- bis Flinftlinientherapie gefunden werden. Es kann
also davon ausgegangen werden, dass selbst im Falle einer sich verandernder hENT1-
oder RRM1-Expression beim Fortschreiten der Tumorerkrankung kein Unterschied

bezogen auf den pradiktiven Wert bestehen wiirde.

Dieses und die Tatsache, dass Gem nur eine moderate Wirksamkeit im ACC hat, erbringt
auch fur die Zukunft keine Indikation einer Probenentnahme vor der Gem-Therapie, um

mogliche pradiktive Marker zu bestimmen.

4.2 hENT1

Die Aufnahme von Gem in die Zelle wird lber verschiedene Transporter gewahrleistet
(Griffith und Jarvis 1996). hENT1 ist ein ubiquitar vorkommender Membrantransporter,
der die wichtigste Rolle im Gem-Transport spielt (Garcia-Manteiga et al. 2003; Handa et
al. 2001; Mackey et al. 1998; Mackey et al. 1999). Daher wird seine Expression als
moglicher pradiktiver Marker fiir die Gem-Wirksamkeit gesehen (Nordh et al. 2014).

Studien an Pankreas-, Gallentrakt- oder Blasenkarzinomen sowie dem NSCLC fanden
einen Zusammenhang zwischen positiver hENT1-Expression und Gem-Ansprechen
(Borbath et al. 2012; Deng et al. 2014; Eto et al. 2013; Farrell et al. 2009; Fujita et al.
2010; Greenhalf et al. 2014; Matsumura et al. 2011; Murata et al. 2013; Nakagawa et al.
2013; Oguri et al. 2007; Santini et al. 2011; Sierzega et al. 2017; Spratlin et al. 2004;
Yamada et al. 2016) (siehe auch hENT1 als pradiktiver Marker bei Gemcitabin-basierter
Therapie, Kapitel 1.3.4). In der vorliegenden Studie wurden 70 Patienten mit
fortgeschrittenem ACC auf die hENT1-Protein-Expression untersucht, die eine Gem-
basierte Chemotherapie erhalten haben. Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied

zwischen der PFS der Patienten mit hoher vs. geringer hENT1-Expression.

Dieser fehlende Zusammenhang zwischen hENT1-Expression und Gem-Wirksamkeit
wird auch in anderen Karzinomen beschrieben (Ashida et al. 2009; Elebro et al. 2016;

Ormanns et al. 2014; Poplin et al. 2013; Sinn et al. 2015).
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Diese unterschiedlichen Ergebnisse koénnen durch die Einschrankungen der
Immunhistochemie (bzw. qRT-PCR bei Untersuchung der mRNA-Expression) begriindet
sein (siehe Schwachen und Starken der Studie Kapitel 4.4). Ein weiterer wichtiger Punkt
ist, dass auch andere Transporter Gem in die Zelle transportieren kénnen. Garcia-
Manteiga et al. zeigten, dass eine relative hCNT1-Uberexpression in vitro zu einer
gesteigerten Gem-Sensitivitat von Pankreaskarzinomzelllinien fihrt (Garcia-Manteiga et
al. 2003). Bhutia et al. zeigten ebenfalls an Pankreaskarzinomzelllinien, dass ein
Transport von Gem (iber hCNT1 nur in Gem-sensitiven Zellen und nicht in Gem-

resistenten Zellen beobachtet werden konnte (Bhutia et al. 2011).

Ein moglicher Zusammenhang zwischen hCNT1 und Gem-Wirkung im ACC wurde noch
nicht untersucht. Es ist jedoch denkbar, dass beide gleichermalen an dem Gem-

Transport beteiligt sind oder hCNT1 sogar einen hoheren Anteil im ACC transportiert.

Zu bedenken ist auRerdem, dass hENT1 auch unabhangig von der Expression reguliert
werden kann (siehe auch Regulierung, Kapitel 1.3.2). Wachstumsfaktoren wie der
Epidermal Growth Factor (EGF) erhohen beispielsweise die hENT1-vermittelte

Aufnahme von Substraten in die Zelle (Aymerich et al. 2004).

Die Proteinkinasen C und A (PKC und PKA) kdnnen hENT1 phosphorylieren (Reyes et al.
2011). Nach Stimulation der Proteinkinase C kommt es zu einer vermehrten Nukleotid-
Aufnahme Gber hENT1 (Coe et al. 2002; Hughes et al. 2015). hENT1 wird, nachdem es
an die Plasmamembran transportiert wurde, teilweise wieder internalisiert (Nivillac et
al. 2011). Hughes et al. fanden 2015 heraus, dass nach Aktivierung der PKC die
Plasmamembran-Lokalisierung zunimmt und auch die Nukleotid-Aufnahme ansteigt
(Hughes et al. 2015). Sie schlussfolgerten aus ihren Beobachtungen, dass die PKC sowohl
die Funktion als auch den subzelluldren Transport von hENT1 beeinflusst. Eine andere
Deutungsmoglichkeit ist, dass nur membranstandiges hENT1 funktionsfahig ist und sich

die Nukleotid-Aufnahme als Konsequenz aus dem subzelluldren Transport steigert.

Ausgehend von dieser Annahme haben wir versucht, das gesamte potentiell
mobilisierbare hENT1 der Zellen mit der Gem-Wirkung zu korrelieren. Dafir wurden die

membrandsen und zytoplasmatischen Farbeintensitaten fir hENT1 in Gruppen
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zusammengefasst (beide positiv, jeweils eine negativ oder beide negativ). Jedoch ergab
auch dieser Kombinations-Score keinen signifikanten Einfluss auf das PFS unter Gem-

basierter Therapie.

Eine direkte Regulation der Aktivitdt von hENT1 erfolgt Uber intrazellulares Kalzium,
welches die Nukleosid- und Nukleosidanalogon-Aufnahme in einer Kalmodulin-
abhangigen Interaktion mit hENT1 moduliert (Bicket et al. 2016). Durch die Auswahl der
in der aktuellen Studie verwendeten Verfahren lasst sich nur eine Aussage (ber die

Expression, nicht jedoch Uber die Aktivitat der Proteine treffen.

Schlussfolgernd eignet sich die hENT1-Protein-Expression nicht als pradiktiver Marker

fur die Gem-Wirksamkeit beim adrenokortikalen Karzinom.

hENT1 wurde in dieser Studie auch auf seinen prognostischen Wert unabhangig von der
Therapie untersucht. Daflir wurden Gewebeproben von 240 ACC-Primartumoren auf die
Expression von hENT1-Protein untersucht. Patienten mit einer negativen hENT1m-
Farbung wiesen ein signifikant kiirzeres krankheitsbezogenes Uberleben und PFS nach
der Erstoperation auf. Die gleiche Tendenz zeigte sich auch bei der mRNA-
Untersuchung. Diese Beobachtung zeigte sich auch in Studien an anderen Karzinomen
(Fisher et al. 2013; Kim et al. 2011b), andere Arbeitsgruppen fanden hingegen keinen
Zusammenhang zwischen hENT1-Expression und Uberlebensdaten (Elebro et al. 2016;
Fujita et al. 2010; Greenhalf et al. 2014; Santini et al. 2010; Sasaki et al. 2014; Sinn et al.
2015).

Zusatzlich verglich diese Studie die Expression von hENT1-RNA und -Proteinen in
verschiedenen Nebennierenrindengeweben untereinander. Dabei zeigte sich, dass in
ACCs signifikant weniger hRENT1m und hENT1-RNA exprimiert wird als in ACAs oder nNN.
Bei Betrachtung der ACC-Proben fand sich tendenziell weniger hENT1m in Metastasen

als in Primartumoren oder Lokalrezidiven (p=0,054).

Diese Beobachtung widerspricht jener aus NSCLC und Magenkarzinomen, in denen die
hENT1 in Tumorgewebe hoéher exprimiert war als in normalem Gewebe (Shimakata et
al. 2016; Toffalorio et al. 2010). Plotinik et al. fanden auRerdem in einer Zelllinie eines

Lungen-Adenokarzinoms, dass proliferierende Zellen mehr hENT1 exprimieren (Plotnik
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et al. 2012). Auch dieser Zusammenhang konnte in der aktuellen Studie nicht gefunden

werden (keine Korrelation zwischen hENT1m und Ki67, p = 0,85).

Diese Unterschiede zum ACC werden unter Berlicksichtigung folgender Tatsache
besonders interessant: eine Herabregulation von hENT1 fihrt beispielsweise in
Pankreaskarzinomzellen zu einer epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) (Guillen-
Gomez et al. 2012; Lee et al. 2014). Bei der EMT verringert sich die Expression von E-
Cadherin, wahrend sich die von N-Cadherin steigert. Dies fuhrt zu einer erhéhten
Zellmotilitdt und einem hoheren metastatischen Potential (Lee et al. 2014). Es ist daher
denkbar, dass dahnliche Mechanismen im ACC bestehen und hENT1 eine Rolle in der

Karzinogenese spielt.

Insgesamt ist hENT1m ein vielversprechender prognostischer Biomarker fir das ACCund

sollte bei der weiteren Erforschung der Tumorgenese in Betracht gezogen werden.

4.3 RRM1
Die RRML1 ist die grofle Untereinheit der RR, die zusammen mit RRM2 oder p53R2 ein
aktives Enzym, die RR, bildet (Besse et al. 2013; Guittet et al. 2001).

Die RR ist zustdandig fir die de novo Synthese von Desoxyribonukleotiden, indem sie
Ribonukleosid-Diphosphate in Desoxyribonukleosid-Diphosphate umwandelt (Besse et
al. 2013). Desoxyribonukleotide werden fiir die DNA-Synthese benétigt. Die RR ist einer
der Angriffspunkte von Gem, da sie von dem aktiven Metaboliten dFdCDP gehemmt

wird (Heinemann et al. 1990; Wang et al. 2007).

RRM1 wurde in verschiedenen Karzinomen auf eine mogliche Funktion als pradiktiver
Marker fiir die Wirkung von Gem untersucht. Einige Studien zeigen bessere Wirkung
Gem-basierter Therapie bei geringer RRM1-Expression (Akita et al. 2009; Ceppi et al.
2006; Dong et al. 2014; Fujita et al. 2010; Matsumura et al. 2017; Nakamura et al. 2010;
Qiu und Zhao 2014; Sasaki et al. 2014; Zhao et al. 2012). Bezogen auf einen

Zusammenhang zwischen Uberlebenszeiten unabhingig von Therapien und der RRM1-
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Expression wurden bei positiver RRM1-Expression lingere Uberlebenszeiten

beschrieben (Pesta et al. 2012; Xie et al. 2013; Zheng et al. 2007).

Die vorliegende Studie befasst sich mit der prognostischen und in Bezug auf Gem-

basierter Behandlung pradiktiven Funktionen von RRM1 im ACC.

Fir die Bestimmung des praventiven Wertes wurden FFPE-Gewebe von 68 Patienten mit
ACC, die eine Gem-basierte Therapie erhielten, auf die Expression von RRM1-Protein
untersucht. Dabei fand sich kein Zusammenhang zu der Gem-Wirksamkeit. Dieses
Ergebnis stimmt mit Untersuchungen an anderen Tumoren Uberein (Dong et al. 2010;

Eto et al. 2013; Murata et al. 2013; Tantraworasin et al. 2013).

Fir die Ermittlung eines Zusammenhangs zwischen RRM1- Expression und
Uberlebenszeiten und damit der prognostischen Funktion wurde die Protein- bzw. RNA-
Expression aus FFPE-Gewebe von 170 und FFT-Gewebe von 30 ACC-Patienten bestimmt
und mit dem krankheitsspezifischen Uberleben und PFS unabhingig von der Therapie
korreliert. Auch hier lieBen sich keine signifikanten Ergebnisse beobachten. Viele
weitere Studien stellten ebenfalls keinen Zusammenhang fest (Dong et al. 2014; Fisher
et al. 2013; Fujita et al. 2010; Harshman et al. 2010; Jakobsen et al. 2013; Kim et al.
2011b; Kim et al. 2011a; Sasaki et al. 2014; Tantraworasin et al. 2013; Wang et al. 2013).

Eine wichtige Frage ist, ob RRM1 allein einen ausreichend groRen Einfluss auf Gem-
Wirkung und Prognose hat, oder ob die Funktion der RR der entscheidende Parameter

ist.

Insgesamt gibt es in der Literatur sehr unterschiedliche Aussagen Uber die Rolle von
RRM1 in Karzinomen, die jeweils eine Funktion unabhangig von der RR suggerieren

(siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: Vereinfachte Ubersicht iiber verschiedene Literatur-Aussagen beziiglich
der Rolle der RRM1-Expression in der Bildung bzw. Aggressivitdt von Tumoren, Quellen:
(Fanetal. 1997; Fang et al. 2016; Ferrandina et al. 2010; Gautam und Bepler 2006, Kunos
et al. 2012; Wang et al. 2013), eigene Abbildung

RRM1 triggert einen G2-Zellzyklus-Checkpoint und fihrt dadurch zu DNA-Reparatur,
Apoptose und verminderter Karzinogenese (Fan et al. 1997; Gautam und Bepler 2006).
Gleichzeitig findet sich jedoch eine erhohte RRM1-Expression in malignen Geweben im
Vergleich zum normalen Gewebe beim papillaren Schilddriisenkarzinom und dem
Cervixkarzinom (Fang et al. 2016; Kunos et al. 2012) genau wie in aggressiveren
Varianten des Ovarialzellkarzinoms im Vergleich zu weniger aggressiven (Ferrandina et
al. 2010). Dazu passend beschrieben Fang et al. eine positive Korrelation zwischen
RRM1-Expression und dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen im papilldaren
Schilddrisenkarzinom. Fan et al. beobachteten wiederum eine verminderte Fahigkeit
zur Bildung von Metastasen bei RRM1 Uberexpression (Fan et al. 1997). Wang et al.
fanden eine hohere RRM1-Expression in hoheren TNM-Stadien des Magenkarzinoms

(Wang et al. 2013).

Zur Untersuchung eines moglichen Zusammenhangs mit der Karzinogenese des ACCs
wurden in der aktuellen Studie die Expression von RRM1-Protein und -mRNA in
verschiedenen Nebennierenrindengeweben ermittelt. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied der RRM1-Expression der normalen Nebennieren im Vergleich zu ACCs oder

ACAs oder zwischen Priméartumoren, Lokalrezidiven und Metastasen.
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Die RRM1-Expression hat im ACC also weder prognostisches noch pradiktives Potential
auf die Wirksamkeit Gem-basierter Therapie, noch scheint es eine entscheidende Rolle

fir die Karzinogenese zu spielen.

RRM1 allein besitzt keine enzymatischen Funktion, sondern nur in Kombination mit
RRM2 oder p53R2 (Besse et al. 2013; Guittet et al. 2001). Gem hemmt die RR Uber
RRM1, allerdings nur dann, wenn sie als Holoenzym (also zusammen mit RRM2 oder
p53R2) vorliegt (Aye et al. 2015). RRM2 und p53R2 sind im Gegensatz zu RRM1 nicht
wahrend des ganzen Zellzyklus in der Zelle vorhanden. Wahrend der S-Phase steigt die
Menge an RRM2-Proteinen und nach DNA-Schaden die von p53R2 und dadurch die RR-
Aktivitat (Engstrom et al. 1985; Hakansson et al. 2006; Mann et al. 1988; Yamaguchi et
al. 2001). Wahrend der Mitosephase wird RRM2 degradiert (Chabes und Thelander
2000). Dadurch reguliert die RRM2-Menge die Aktivitat der RR wahrend des Zellzyklus
und p53R2 nach DNA-Schaden (Chabes und Thelander 2000; Engstrom et al. 1985;
Hakansson et al. 2006).

Eine Steigerung der RRM1-Menge bringt keine Aktivitatsanderungen der RR (Engstrom
et al. 1985). RRM1 scheint die Funktion der RR nicht zu begrenzen, auch wenn sie nur
schwach exprimiert wird. Alle der in der vorliegenden Studie untersuchten Proben
zeigten eine positive, also mindestens schwach vorhandene RRM1-Expression. Um eine
Aussage Uber einen moglichen Zusammenhang zwischen Gem-Wirksamkeit oder
Karzinogenese und der Funktion der Ribonukleotidreduktase treffen zu kdnnen, misste

also die RRM2 und p53R2-Expression untersucht werden.

Grolmusz et al. zeigten bereits, dass es im ACC eine starke Korrelation zwischen RRM2-
Expression und dem Proliferationsindex Ki67 gibt (Grolmusz et al. 2016). Die Studie
erfolgte jedoch nur an 12 ACC-Proben und beinhaltet keine Korrelation zwischen RRM2-
Expression und Uberlebenszeiten von Patienten mit ACC mit oder ohne Gem-

Behandlung.
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4.4 Schwachen und Starken der Studie

Viele Einschrankungen der vorliegenden Studie erklaren sich durch das retrospektive
Studiendesign. Beispielsweise lieBen sich nur bei 79 der 114 Gem-Patienten
Informationen tiber UEs finden. Die Vergleichbarkeit der Wirkung wird auRerdem durch
die unterschiedlichen Therapieregimen beeintrachtigt: Die Patienten erhielten
unterschiedliche Begleittherapien, bei den mit Mitotane-behandelten Patienten lagen
unterschiedliche Plasmakonzentrationen vor und die Therapiereihenfolge war

unterschiedlich.

Die Staging-Intervalle waren nicht standardisiert und das Staging selbst wurde nicht
einheitlich nach der Recist-Auswertung vorgenommen (Eisenhauer et al. 2009), sondern

wurde durch ein interdisziplindres Team bewertet.

Als Starke ist die grofle Fallzahl der Studie bezogen auf die Seltenheit des ACCs
hervorzuheben. Zusatzlich ist durch die Wahl des Studiendesigns ein unselektioniertes
Kollektiv in die Studie aufgenommen worden und es wurden keine Patienten aufgrund

von strengen Einschlusskriterien ausgeschlossen.

Es ergeben sich Einschrankungen durch die gewahlten Verfahren der Bestimmung der
mRNA- und Protein-Expression. Diese gelten jedoch fiir alle dhnlichen Studien und sind

dennoch die standardmaRig genutzten Verfahren bei vergleichbaren Fragestellungen.

Die Untersuchung der mRNA-Expression erfolgte mit Gewebe, welches makroskopisch
frei von Fremdgewebe - wie zum Beispiel Fett - war. Trotzdem ist davon auszugehen,
dass auch Nicht-Tumorzellen mitanalysiert wurden. Allgemein erlaubt eine gRT-PCR nur
eine gemittelte Aussage Uber die Expression in inhomogenem Gewebe (Besse et al.

2013).

Der Vorteil der Immunhistochemie ist, dass sich die Farbeintensitadt und der Prozentsatz,
in dem sie vorkommt, evaluieren lassen (Besse et al. 2013). Trotzdem liegt nur eine
eingeschrankte Beurteilbarkeit vor. RRM1 ist beispielsweise in verschiedenen Phasen
des Zellzyklus unterschiedlich stark exprimiert: Sie ist immer vorhanden, die

Proteinmenge steigt allerdings in der S-Phase deutlich an (Hakansson et al. 2006).
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Die Reaktivitat der verwendeten Antikorper kann durch Produktionsvorgehen, die
Aufbereitung und die Titration verandert werden. Unter Umstdanden kann es daher
selbst bei Verwendung des gleichen Antikdrpers zu groRen Unterschieden der
Ergebnisse kommen (Besse et al. 2013). Zusatzlich gibt es unterschiedliche Antikérper
fur das gleiche Antigen. Die verschiedenen Antikorper gegen hENT1 beispielsweise
unterschieden sich in ihrem Vorhersagewert auf die Gem-Wirkung (Sinn et al. 2015;
Svrcek et al. 2015). Der monoklonale Maus-Antikorper 10D7G2 fiihrte im Gegensatz zu
dem monoklonalen Kaninchen-Antikérper SP120 (Ventana Medical Systems, Tuscon,
United States of America) zu signifikanten Korrelationen mit dem OS beim
Pankreaskarzinom, ist aber nicht kommerziell erhaltlich (Farrell et al. 2009; Greenhalf et
al. 2014; Sinn et al. 2015; Svrcek et al. 2015). Der fir diese Studie verwendete
polyklonale Kaninchen-Antikérper wurde noch nicht an den gleichen Geweben mit

einem anderen Antikoérper gegen hENT1 beziiglich der Gem-Wirksamkeit verglichen.

Auch die Wahl der ausgewerteten Zellbestandteile ist nicht standardisiert (Kern,
Membran oder Zytoplasma). Nicht allen Studien definierten, in welcher Gewichtung sie
die Bestandteile in die Auswertungen einbezogen. In dieser Studie wurde fir die
Untersuchung von hENT1 sowohl die zytoplasmatische als auch membrandse
Farbeintensitaten untersucht, fir RRM1 nur die zytoplasmatische. In keinem Fall zeigte
sich ein Einfluss auf die Gem-Wirkung. Allgemein gibt es fir die Auswertung
verschiedene, sehr unterschiedliche Scoring-Systeme (Besse et al. 2013; Sinn et al.
2015). Die vorliegende Studie nutzt einen Score, der sowohl die Intensitat der Farbung
als auch den Anteil der entsprechenden Farbung einbezieht. Dieser semiquantitative h-
Score findet in leicht gednderter Form auch in anderen Studien Verwendung (He et al.
2015; Olaussen et al. 2006; Ronchi et al. 2009). Eine Alternative, um sowohl Intensitat
der Farbung als auch Prozentanteile anzugeben, ist eine einfache Multiplikation aus
beiden (Elebro et al. 2016). Viele Studien teilen die Schnitte auch danach ein, ob ein
bestimmter Prozentteil der Farbung positiv oder negativ ist (Borbath et al. 2012; Kim et
al. 2011a; Murata et al. 2013; Qiu und Zhao 2014). Beispielsweise nahmen Farrell et al.
eine Einteilung zwischen ,high” und ,,no“ vor, je nachdem, ob eine starke Intensitat oder

eine fehlende Farbung in mehr als 50% der Zellen vorlag (Farrell et al. 2009).
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Das Einbeziehen von genauen Prozentzahlen macht den endgiltigen Score genauer,
allerdings auch stoéranfalliger, wenn man nur einen kleinen Teil inhomogenen Gewebes
untersuchen kann. Das kommt vor allem bei Tissue Micro Arrays vor. Deswegen wurden
in dieser Studie erst Standardgewebeschnitte gefarbt und eine sehr homogene Farbung
von hENT1 und RRM1 gefunden. Das ermoglichte die weitere Auswertung von Tissue
Micro Arrays. Eine Schwache des verwendeten Scoring-Systems ist, dass kleine Anteile
mit geringer Farbung keinen Einfluss auf den h-Score haben. Es ist aber denkbar, dass
kleine Tumoranteile mit geringem hENT1-Farbung unter Gem-Therapie einen
Selektionsvorteil haben, der zu einem Wachstum eben dieser Anteile fihrt (vergleiche
Spratlin et al. 2004). Dieser denkbare Einfluss kann mit dem aktuell verwendeten Score
nicht untersucht werden. Spratlin et al. nutzten daher einen anderen Ansatz: Sie teilten
ihre Studienpopulation in zwei Gruppen ein. Eine Gruppe hatte eine homogen-positive
hENT1-Farbung, die andere Gruppe hatte Anteile von 10-100% negativer Farbung.
Obwohl sie nur 21 Patienten mit Pankreaskarzinomen untersuchten, fanden sie ein
signifikant kiirzeres Uberleben bei Patienten mit Anteilen negativer Farbung unter Gem-

Therapie (Spratlin et al. 2004).

4.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Gem hat bei einem sehr guten Nebenwirkungsprofil eine moderate Wirksamkeit im
fortgeschrittenen ACC. Besser wirksame Alternativen mit annehmbaren Raten an
schweren Nebenwirkungen sind bis jetzt noch nicht bekannt. Deswegen wird eine Gem-
basierte Therapie als mogliche Zweit- oder Drittlinientherapie in den aktuellen Leitlinien
empfohlen (Fassnacht et al. 2018). Empfehlenswert ist eine Kombination mit
Capecitabin, da sich hier ein Trend zu einer besseren Wirkung zeigte. Alternativ ist ein
neuer Therapieansatz mit Gem und einem Platinderivat oder eventuell sogar EDP-

M+Gem zu erwagen.

Um die pradiktiven Marker fiir Gem beim ACC genauer zu bestimmen, sollten in der
Zukunft weitere Gem-korrelierte Proteine bestimmt werden, z.B. neben der Expression

von hENT1 auch die von hCNT1. Daraus kann ein kombinierter Score gebildet werden,
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dessen Aussagekraft Uber die potentielle Gem-Wirkung hENT1 allein Gberlegen sein

kdonnte.

In der aktuellen Studie lieR sich kein Einfluss von der RRM1-Expression auf die Gem-
Wirkung feststellen und es war im ACC immer exprimiert. Eine Steigerung der RRM1-
Menge veranderte in anderen Untersuchungen die Aktivitat der RR nicht (siehe RRM1,
Kapitel 4.3). Daher ist zu erwagen, statt RRM1 RRM2 und p53M2 zu bestimmen, um
einen Zusammenhang zwischen der Funktion der Ribonukleotidreduktase und der

Wirkung von Gem aufzuzeigen.

hENT1 ist ein vielversprechender prognostischer Marker unabhangig von der Gem-
Therapie fir das ACC. Es gibt Hinweise darauf, dass hENT1 an der Tumorgenese beteiligt

sein konnte. Dieses ist in weiteren Studien zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Das Nebennierenrindenkarzinom (Adrenocortical Carcinoma, ACC) ist eine seltene
Erkrankung mit sehr schlechter Prognose vor allem in fortgeschrittenen Stadien.
Therapeutisch werden systemische Chemotherapien angewandt, wobei nach
Therapieversagen der Standardtherapie mit Etoposid, Doxorubicin und Cisplatin in
Kombination mit Mitotane keine Therapie bei einer grofleren Fallzahl von Patienten
positiv evaluiert ist. Aktuell wird eine Gemcitabin (Gem) -basierte Zweitlinientherapie
empfohlen, nachdem sie in einer Phase-II-Studie mit 28 Patienten mit fortgeschrittenem
ACC eine gute Wirksamkeit bei Patienten zeigte. Die aktuelle Studie untersuchte die
Wirkung von Gem an ACC-Patienten an einem sehr groRen Kollektiv (n=114 bzw. n=145
im multizentrischen Kollektiv der veroffentlichten Studie, davon erhielten 102 bzw. 132
Patienten eine Kombination mit Capecitabin) und ist damit nach der FIRM-ACT Studie,
die die o.g. Standardtherapie etablierte, die groRte Studie zur Untersuchung der
Wirkung von Chemotherapeutika beim ACC. Trotz des retrospektiven Studiendesigns

der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, sehr detaillierte klinische Daten zu akquirieren.

Insgesamt zeigte sich eine moderate Wirkung von Gem. 18% der Patienten hatten eine
progressionsfreie Zeit (PFS) von vier oder mehr Monaten nach Beginn der Gem-
basierten Therapie, aber es gab keinen Fall objektiven Ansprechens. Gem wies eine
tendenziell bessere Wirkung bei der Kombination mit Capecitabin auf (p = 0,07). Die
Therapie war insgesamt gut vertraglich. Von den Patienten mit dokumentierten
Nebenwirkungen wurden nur bei 11% schwerwiegende unerwiinschte Ereignisse
beobachtet. Damit ist die Toxizitdt deutlich geringer als in den alternativen

Therapiemoglichkeiten.

Ein weiteres Ziel der Studie war die Erfassung moglicher pradiktiver molekularer Marker
fiir die Wirkung von Gem sowie prognostischer Marker fiir Uberlebenszeiten im ACC auf
MRNA und Proteinebene mithilfe der qRT-PCR und Immunhistochemie. Der human
equilibrative nucleoside transporter 1 (hENT1) gilt als wichtigster Transporter fir die
Aufnahme von Gem in die Zelle und moglicher pradiktiver Marker fir Gem. Es lieR sich

kein Zusammenhang zwischen Proteinexpression sowohl im Zytoplasma (hENT1c) als
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auch auf der Membran (hENT1m) und der PFS unter Gem-basierter Therapie finden. Es
fand sich signifikant weniger hENT1-mRNA und hENT1m in ACCs als in Adenomen und
normalen Nebennierengewebe (hENTI-mRNA: p=0,0039, hENT1m: p<0,005) und
tendenziell weniger hENT1m in Metastasen im Vergleich zu Primartumoren und
Rezidiven (p=0,054). Patienten mit niedrigem hENT1m hatten ein kirzeres
krankheitsspezifisches Uberleben und PFS unabhingig von der Therapie (medianes
krankheitsspezifisches Uberleben 30 vs. 89 Monate, p = 0,0033; medianes PFS 8 vs. 13
Monate, p = 0,0172).

Die groRRe Untereinheit M1 (RRM1) der Ribonukleotidreduktase (RR) wird in anderen
Tumoren wiederholt mit der Gem-Wirkung assoziiert. Die RR ist an der de-novo-
Synthese von Desoxyribonukleosid-Triphosphaten beteiligt und wird durch Gem
gehemmt. Zusatzlich beschreiben einige Studien einen Unterschied der RRM1-
Expression zwischen normalem und malignem Gewebe. In unserer Studie unterschied
sich die RRM1-Expression nicht zwischen den Nebennierenrindengeweben und hatte
keinen Einfluss auf Uberlebenszeiten von Patienten mit fortgeschrittenem ACC sowohl

mit Gem-basierter Therapie als auch unabhangig von der Therapie.

Zusammenfassend ladsst sich sagen, dass eine Gem-basierte Therapie eine moderate
Wirkung bei Patienten mit fortgeschrittenem ACC zeigte und deshalb wegen der
geringen Nebenwirkungsrate und fehlender Alternativen auch in den aktuellen Leitlinien
als sehr plausible Zweitlinientherapie in Betracht gezogen wird. Weder hENT1 noch
RRM1 zeigten Potential als pradiktive molekulare Marker fiir die Wirkung von Gem im
ACC. hENT1 wies jedoch eine prognostische Rolle auf und seine Expression unterschied
sich in unterschiedlichen Nebennierenrindengeweben. Es sollte demnach auch in

Hinblick auf die Tumorgenese des ACCs weiter erforscht werden.
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