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1. Einleitung

1.1. Hintergrund

Neuroendokrine Tumore des gastro-entero-pankreatischen Systems (GEP-NET), Nebennierenrinden-
Karzinome (NNR-Karzinome) sowie Phdochromozytome stellen eine heterogene Gruppe von
Neoplasien endokriner Organe dar. Vor allem klinisch manifestieren sich diese drei Tumorentitaten
sehr unterschiedlich [1], [2]. Es kbnnen rasch progrediente Verlaufe mit hoher Proliferationsrate und
aggressivem metastatischem Potential beobachtet werden [3], aber auch sehr langsames
Tumorwachstum kommt vor [4]. Gerade bei den Phaochromozytomen ist eine langsame
Wachstumsdynamik zu beobachten, die oft geringe Ansprechraten in der antitumoralen Therapie
verursacht. Teilweise werden die Tumore klinisch erst sehr spat in fortgeschrittenem Stadium
auffallig und diagnostiziert. Besonders nicht-funktionelle, neuroendokrine Tumore (NET) und NNR-
Karzinome stellen auf Grund ihrer Symptomarmut oft eine diagnostische Herausforderung dar. Zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung, die bisweilen zuféllig im Rahmen einer Bildgebung bei unspezifischen
Symptomen erfolgt, liegen haufig Metastasen vor. Daraus resultiert eine stadienabhangig schlechte
Prognose. Speziell die NNR-Karzinome weisen oft eine infauste Prognose auf [5]. Prinzipiell macht die
hohe Variabilitdt beziiglich Differenzierungsgrad, endokriner Aktivitdt und Teilungsrate der
Tumorzellen eine Behandlung erforderlich, die an die Gegebenheiten des individuellen Patienten

angepasst ist.

Bislang konzentrierte sich die klinisch-experimentelle Forschung darauf, bestimmte Tumor-Zelllinien
im Tierversuch einzusetzen. Stellvertretend fiir die GEP-NET ist die BON-Zelllinie eine vielgenutzte
Zelllinie, die urspriinglich einem metastasierten Pankreaskopf-Karzinom eines 28-jahrigen Mannes
entstammt und 1986 von Townsend jr. und Kollegen etabliert worden ist [6]. Seit 1980 steht die
adrenokortikale Karzinom-Zelllinie NCI-H295 zur Verfiigung, die Gazdar et al. aus dem Gewebe eines
NNR-Karzinoms einer 48-jahrigen Frau gewonnen haben [7]. Allerdings stehen nicht fir alle GEP-NET,
NNR-Karzinome sowie Phdochromozytome reprasentative Zelllinien zur Verfligung. Um Patienten mit
derartig inhomogener klinischer Manifestation nicht nur generalisiert zu behandeln, wurde im
Rahmen dieses Projektes an der Entwicklung und Charakterisierung eines Patienten-individuellen
Tumormodells (PDX-Modell) des endokrinen Systems gearbeitet. Rygaard et al. beschrieben 1969 [8]
erstmals das Wachstum eines humanen Tumors in einer Maus. Dieser wurde als intaktes
Gewebsstlick in einer athymischen und somit immundefizienten Nacktmaus implantiert. Analog zu
diesem Ansatz wurden fiir dieses Projekt ganze Gewebsstiicke von operierten Patiententumoren
subkutan in weibliche, athymische Nacktmaduse implantiert, histologisch analysiert und

charakterisiert. Mittels einer angelegten Tumorbank und der Moaglichkeit von in vivo
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Therapieexperimenten sollen zukiinftig moglichst Patienten-individuelle Therapiekonzepte mit

optimierter klinischer Versorgung ermdoglicht werden.

Zum besseren Verstandnis der unterschiedlichen Tumorentitititen, welche in diesem Projekt

bearbeitet wurden, dienen die folgenden, einfiihrenden Kapitel.

1.2. Neuroendokriner Tumor des gastroenteropankreatischen

Systems (GEP-NET)

Einhergehend mit der Historie der Histologie und Histochemie hat die Entdeckung der endokrinen
Zellen des Gastrointestinaltraktes (GIT) ihre Urspriinge im 19. Jahrhundert. Kulchitzky und Ciacco
brachten Ende des 19. Jahrhunderts den Begriff der enterochromaffinen Zellen auf [9], [10].
Oberndorfer beschrieb die Eigenschaften der neu entdeckten Diinndarm-Tumore und stufte sie
anfangs als ,benigne Karzinome” ein. Da die Tumore zwar in ihrer histologischen Beschaffenheit,
nicht jedoch in der klinischen Erscheinung mit langsamer Wachstumskurve und scharf begrenzten
Randern mit malignen Prozessen vereinbar waren, fihrte Oberndorfer spater den Begriff ,,Karzinoid”
ein [9]. Masson wies daraufhin 1920 erstmals auf die neuroendokrinen Zellen als Ursprung der
Karzinoide hin [11]. Kurz darauf ergdnzte Oberndorfer die Karzinoide um die Moglichkeit des
malignen Wachstums und der Entwicklung von Metastasen [9]. Der osterreichische Pathologe
Feyrter begriindete das Konzept des ,diffus endokrinen Systems” und trug damit mafigeblich zum
heutigen Verstdandnis der Neuroendokrinologie bei [12]. Im Jahr 1938 beschrieb er erstmals , Helle
Zellen” oder klare Zellen des Pankreas und GIT, welche neuroendokrine Merkmale zeigten [13]. Diese
,Hellen Zellen” werden mit dem aktuellen Verstandnis als neuroendokrine Zellen bezeichnet. Daraus
hervorgehende Tumore werden in der heutigen Terminologie , neuroendokrine Tumore”, kurz NET

genannt und sind seltene epitheliale Tumore.

Im adulten Organismus sind neuroendokrine Zellen nicht als kompakte Organsysteme angeordnet.
Das diffuse neuroendokrine System beinhaltet neuroendokrine Zellen mit Ursprung in der
embryonalen Neuralleiste, dem Endoderm sowie dem Neuroektoderm [14]. Daraus entstehende
Tumore weisen Zellen auf, welche Hormone in gesteigertem Ausmal produzieren kdénnen und
Neuronen ahnlich sind. Je nach Tumorentitat und deren Funktionalitat ergibt sich damit die klinische
Prasentation: durch die Freisetzung bestimmter Hormone und/oder Monoamine im Rahmen der
Tumorerkrankung kommt es zu Symptomen. Diese kdnnen sich teilweise zu ganzen klinischen
Syndromen wie beispielsweise dem Zollinger-Ellison-Syndrom (gesteigerte Gastrin-Sekretion) oder
dem Karzinoid-Syndrom (gesteigerte Serotonin-Sekretion) zusammensetzen [15]. Die haufiger
auftretenden, funktionell inaktiven Tumore werden meist zufallig bei unspezifischen Symptomen wie

Bauchschmerzen oder unklarem Gewichtsverlust entdeckt. Prinzipiell stellt die Heterogenitat
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endokriner Zellen im GIT die Basis fiir die funktionelle Komplexitdt der daraus resultierenden,

differenzierten neuroendokrinen Tumore dar.

1.2.1. Klassifikation des GEP-NET

Obwohl NET in unterschiedlichsten anatomischen Strukturen wie den Merkelzellen der Haut, der

Schilddriise oder der Bronchialschleimhaut auftreten konnen, manifestieren sich die meisten NET im

gastroenterologischen System [14], [16]. Eine erste Klassifikation erfolgte 1963 durch Williams und

Sandler, die eine Einteilung nach der embryologischen Entwicklung vornahmen. Die Tumore wurden

in Vorderdarm, Mitteldarm und Hinterdarm eingestuft [17]. Die friiher gebrauchliche Bezeichnung

des Karzinoids wurde im Jahr 2000 in der WHO-Klassifikation ersetzt. In Anlehnung an den

Differenzierungsgrad werden die neuroendokrinen Neoplasien heute in neuroendokrine Tumore und

neuroendokrine Karzinome unterteilt.

WHO 1980

WHO 2000

WHO 2010

Karzinoid

hoch differenzierter

neuroendokriner Tumor

Neuroendokriner Tumor

G1 (Karzinoid)

hoch differenziertes

neuroendokrines Karzinom

Neuroendokriner Tumor

G2

gering differenziertes
(kleinzelliges)

neuroendokrines Karzinom

(klein- oder groRzelliges)
neuroendokrines

Karzinom G3

Mukokarzinoid

Adenokarzinom

Gemischtes Karzinoid-

gemischtes endokrin-

exokrines Karzinom

gemischtes adeno-
neuroendokrines

Karzinom

Pseudotumorose Lasion

Tumor-dhnliche Lasion

hyperplastische und

praneoplastische Lasion

Tabelle 1: WHO-Klassifikationen der neuroendokrinen gastro-entero-pankreatischen

Neoplasien im Vergleich (adaptiert nach Schott et al. [18])

Neben der WHO-Klassifikation wird die TNM-Klassifikation der ,European Neuroendocrine Tumor

Society” (ENETS) genutzt, welche die Infiltration einzelner Gewebsschichten, die TumorgrélRe,

beteiligte Lymphknoten und Metastasen, erganzt durch das Grading, beinhalten [19].
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1.2.2. Epidemiologie und Genetik des GEP-NET

Anhand epidemiologischer Daten wurde gezeigt, dass die Pravalenz und Inzidenz der GEP-NET in den
letzten Jahren weltweit zugenommen haben, was vermutlich technisch verbesserten
Detektionsmethoden geschuldet ist [20]. Die Inzidenzrate variiert je nach Literaturangabe und
betrachtetem geografischem Gebiet. Godwin beschrieb 1975 eine Inzidenz von 1-2/100 000 [21],
wahrend diese 2003 mit 2,5-5/100 000 beziffert wurde [22]. Die gut differenzierten NET kommen in
dhnlicher Geschlechterverteilung bei Frauen und Mannern vor allem im mittleren Lebensalter vor
[23]. Im Kindesalter stellt der NET der Appendix mit 18% aller neuroendokriner Tumore den
haufigsten Tumor unter den Neoplasien des GIT dar. Insgesamt sind neuroendokrine Tumore bei

Kindern und Jugendlichen selten zu finden [24].

Eine grofle Heterogenitat zeigt sich im Metastasierungs-Verhalten: je nach Literaturangabe weisen
bis zu 77% der Patienten mit NET des Pankreas (pNET) und bis zu 91% der Patienten mit NET im
lleum zum Zeitpunkt der Diagnosestellung Fernmetastasen auf. NET, die den Magen betreffen, sind
in nur 30% [25], NET, welche in der Appendix lokalisiert sind, in weniger als 5% [26] bis zu 15%
metastasiert [25]. Generell korreliert die Metastasierungsrate negativ mit dem Differenzierungsgrad

[27].

Durch Keimbahnmutationen verursacht und bei autosomal-dominantem Erbgang werden familiar
gehauft auftretende GEP-NET beschrieben. Haufig kommt diese Gruppe von Tumoren jedoch bei
genetischen Syndromen vor. Bei der Multiplen Endokrinen Neoplasie Typ 1 (MEN Typ 1) werden
Tumore im Hypophysenvorderlappen, der Nebenschilddriise sowie dem enteropankreatischen,
endokrinen Gewebe detektiert. Nach dem primaren Hyperparathyreoidismus ist der GEP-NET die
zweithdufigste Manifestation des MEN Typ 1 [28]. Rund ein Zehntel der Patienten mit Von-Hippel-
Lindau-Syndrom entwickeln einen pNET [29]. Im Rahmen einer Tuberésen Sklerose oder
Neurofibromatose Typ 1 konnen duodenale und pankreatische Somatostatinome oder nicht

funktionell aktive GEP-NET auftreten.
1.2.3. Diagnostik des GEP-NET

Nach Auftreten erster Symptome dauert es gewdhnlich finf bis sieben Jahre bis zur
Diagnosestellung, wobei die Tumorerkrankung haufig in fortgeschrittenem Stadium ist. Funktionell
inaktive GEP-NET werden oft besonders spat, mit lokaler Infiltration sowie beginnender
Metastasierung entdeckt [2]: Bei Diagnosestellung haben bereits mehr als 30% der Tumore

Metastasen entwickelt [27].
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Die Diagnostik sollte pathologische Analysen mittels konventioneller Histologie sowie
Immunhistochemie beinhalten. Sekretionsprodukte funktioneller GEP-NET, neuroendokrine Marker
sowie weitere Tumormarker sollten untersucht werden, so beispielsweise Synaptophysin, Neuron-
spezifische Enolase (NSE), Chromogranin A (ChrA) [2] und Carcinoembryonales Antigen (CEA). Nicht
alle dieser biologischen Marker sind fir NET spezifisch und auch die Sensitivitat ist teilweise gering.
ChrA und NSE sind besonders von Bedeutung, da beide Tumormarker sowohl bei nicht-funktionellen
als auch bei funktionellen NET erhdht sein konnen [30]. Als Breitspektrummarker stellt die
Bestimmung von ChrA im Serum fir NET ein relativ sensitives, aber maRig spezifisches Verfahren dar.
Im Rahmen der Hypersekretion wird ChrA als Bestandteil der Membran von Sekretgranula
neuroendokriner Zellen mit Peptidhormonen ko-sezerniert. Die ChrA-Spiegel im Blut sind fast bei
allen metastasierten NET erhoht [31]. Ein weiterer, bei Patienten mit Karzinoidsyndrom zu
untersuchender Marker ist ein Stoffwechselprodukt von Serotonin, die 5-Hydroxyindolessigsaure (5-
HIES). Die enzymatische Umwandlung von Tryptophan in Serotonin ist beim Karzinoidsyndrom
gesteigert, es kommt zu einer vermehrten Ausscheidung von Serotoninmetaboliten, welche im 24-h-
Urin messbar sind. Auch Dopamin und Tachykinine kénnen beim Karzinoidsyndrom erhéht sein [2].
Neben den neuroendokrinen Markern sollte histopathologisch der Ki67-Index, der fir die
proliferative Aktivitat steht, bestimmt werden. Ki67 ist ein Protein, das im Zellzyklus nur wahrend der
Ruhephase (Go) inaktiv ist und somit als geeigneter Marker flr die Wachstumsfraktion bestimmter
Zellpopulationen herangezogen werden kann. Der Index wird in Prozent angegeben und berechnet
sich, indem die positiv gefarbten Zellkerne in Relation zu allen Zellkernen gesetzt werden [32].

Dieser Wert dient neben der Anzahl der Mitosefiguren dem Grading als Basis: bei G1-Tumoren ist der
Ki-67-Index < 2%, bei G2-Tumoren zwischen 3 und 20% und bei G3-Tumoren betragt er > 20% [15].
Des Weiteren kann eine bildgebende Diagnostik herangezogen werden, die durch eine funktionelle
Bildgebung ergdnzt wird. Bei Rezeptor-positiven Tumoren kann die Somatostatin-Rezeptor-
Szintigraphie (SRS) mittels /n111-markierten Somatostatins Aufschluss Uber die Lokalisation und
Ausbreitung des Tumors geben [33]. Spiral- und Mehrzeilen-CT sowie perfusionsgestiitzte
Aufnahmetechniken wie die Magnetresonanz-Angiographie (MR-Angiographie) konnen einen
auffalligen GefalRreichtum in den Tumoren detektieren [34]. Standard-PET mittels F-Deoxyglukose ist
fir die Detektion gut differenzierter endokriner Tumore nicht geeignet. Es konnten in der Zukunft
aber spezifische Tracer wie 11C5-Hydroxytryptophan oder 1gF-Dihydroxyphenylalanin (DOPA), speziell
flr die Darstellung klassischer Karzinoide des Mitteldarms an Bedeutung gewinnen. Vor allem fiir die
Detektion von kleinen Primartumoren und Metastasen in Lymphknoten ist dieses Verfahren

aussagekraftiger als ein CT oder MRT [35].
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1.2.4. Therapiekonzepte und Prognose des GEP-NET

Fir Patienten mit GEP-NET dienen aktuell die primare Tumorresektion, das Verabreichen
systemischer Therapeutika und der Einsatz von Radionukliden als Therapiemoglichkeiten. Sofern eine
komplette Resektion gelingt, stellt die chirurgische Tumorentfernung nach einer friihen Detektion die
einzige kurative Behandlungsmaglichkeit dar [36]. Im Vergleich zu unbehandelten Patienten kdnnen
die Lebensqualitdt und die Uberlebensrate durch die totale Tumorresektion oder das aggressive

Debulking erhéht werden [2].

Die medikamentose Therapie ist aktuell nur bei Irresektabilitdt, inkompletter Tumorresektion oder
hoch malignen neuroendokrinen Karzinomen von Nutzen. Die verschiedenen Entitdten reagieren
unterschiedlich auf Chemotherapie: pNET zeigen Ansprechraten von 30-50% [37], gut differenzierte
NET des Mittel- oder Hinterdarms sind dagegen meist resistent gegen kombinierte zytotoxische
Chemotherapeutika [38]. Klassische Chemotherapeutika wie Cisplatin, Dacarbazin, Doxorubicin,
Etoposid, Fluoruracil oder Streptozotocin wurden vor allem in der Vergangenheit verwendet [39],
[40]. Auf Grund einer nur geringen Ansprechrate auf eine Monotherapie wird heute haufiger eine
Kombinationstherapie eingesetzt. Dabei hangt das Ansprechen vom Tumorursprung und dem
proliferativen Potential ab. Teilweise verhindern massive Nebenwirkungen wie Nephrotoxizitat eine
Rolle als first-line Therapie [41]. Bei deutlich geringeren Nebenwirkungen kdénnen zur
Symptomkontrolle bei Hypersekretion und als weitere Behandlungsmethode Somatostatin-Analoga
und/oder Interferon-a eingesetzt werden [42]. Ein neuer Therapieansatz stellt die Peptidrezeptor-
vermittelte Radionuklidtherapie (PRRT) mit *°Y und/oder ’Lu-DOTATOC- oder DOTATATE dar.
Pharmaka, die auf den vascular endothelial growth factor (VEGF) abzielen sowie der mTOR-Inhibitor
Everolimus sind weitere potenzielle Therapeutika [43], [15]. Insgesamt ist trotz einer nicht geringen
Auswahl an Therapie-Optionen die Effektivitit der bestehenden Therapiekonzepte noch
unbefriedigend. Individuelle Behandlungsstrategien mit gesteigerter Effektivitdit und daraus

resultierender optimierter Prognose sollten demnach zunehmend weiterentwickelt werden.

Im Gegensatz zu der steigenden Inzidenzrate hat sich die 5-Jahres-Uberlebensrate in den
vergangenen Jahrzehnten nicht signifikant geandert. Je nach genauer Lokalisation des Primartumors
und Tumorstadium schwankt die 5-Jahres-Uberlebensrate zwischen ca. 82% bei lokal begrenzten
Dinndarm-NET und ca. 18% bei schlecht differenzierten G3-Tumoren [51]. Zusammenfassend hangt
die Prognose von der primdaren Tumorlokalisation, Tumorausbreitung, histologischen
Differenzierung, Proliferationsaktivitat sowie von Alter, Geschlecht, Rasse und dem Jahr der Diagnose
ab [15], [27]. Retrospektive Daten deuten darauf hin, dass auch das zirkulierende ChrA von

prognostischem Wert ist; stark erhdhte ChrA-Werte gehen mit einem eingeschriankten Uberleben
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einher. Es gibt eine Reihe weiterer Gewebsmarker, welche fiir prognostische Zwecke zukiinftig eine
bedeutende Rolle einnehmen koénnten. Dazu zdhlen beispielsweise Cytokeratin 19 (CK19), die

Phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) oder die Expression von Tuberin (TSC-2) [15].

1.3. Nebennierenrindenkarzinom (NNR-Karzinom)

Die Nebennieren, lokalisiert auf den oberen Nierenpolen, sind von einer bindegewebigen Kapsel
umgeben und werden in Rinde und Mark unterteilt. In beiden Kompartimenten werden Hormone
produziert. Je nach Wachstumsverhalten werden Tumore der Nebennierenrinde in Adenome und
adrenokortikale Karzinome eingestuft. Funktionell betrachtet kann es bei beiden Tumorentitdten zu
einer endokrinen Aktivitdt oder Inaktivitit kommen. Alle in der Nebennierenrinde produzierten
Hormone und deren Vorstufen kdnnen von endokrin aktiven Tumoren sezerniert werden. Das NNR-

Karzinom ist ein seltener, oftmals hochmaligner Tumor.
1.3.1. Klassifikation des NNR-Karzinoms

Eine weltweit einheitliche, generell akzeptierte Stadieneinteilung existiert fiir das NNR-Karzinom
bislang nicht. Das Staging und somit die Klassifizierung basiert auf der von MacFarlane [45] sowie der
modifizierten Einteilung von Sullivan et al. Dafir werden die jeweilige Tumorgrofle und
gegebenenfalls die Metastasenbildung herangezogen. Auf den TNM-Kriterien fir NNR-Karzinome
aufbauend wurde 2004 erstmals eine WHO/UICC (International Union for Cancer Control)
Klassifikation erarbeitet, die hinsichtlich der prognostischen Einschdtzung allerdings nicht
ausreichend aussagekréftig ist. Deshalb wurde kurze Zeit spater eine Uberarbeitete, die sogenannte

ENSAT-Klassifikation eingefiihrt [46].

Tumorstadium WHO/UICC-Einteilung ENSAT-Klassifikation
von 2004 von 2008
| T1 NO MO T1 NO MO
Il T2 NO MO T2 NO MO
1 T1-2 N1 MO T1-2 N1 MO
T3 NO MO T3-4 NO-1 MO
v T1-4 NO-1 M1 T1-4 NO-1 M1
T3 N1 MO
T4 NO-1 MO

Tabelle 2: Klassifikations-Modelle fiir das NNR-Karzinom
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T1: Tumor < 5cm; T2: Tumor > 5cm; T3: Infiltration in Nachbargewebe; T4: Invasion in
Nachbarorgane; Erganzung fiir T4 bei der ENSAT-Klassifikation: Tumorthrombus in V. cava
oder V. renalis; NO: kein Lymphknoten-Befall; N1: positiver Lymphknoten-Befall; MO: keine
Fernmetastasierung; M1: Fernmetastasierung

1.3.2. Epidemiologie und Genetik des NNR-Karzinoms

Das NNR-Karzinom tritt sehr selten mit einer Inzidenz von 0,07-0,2/100 000 auf. Frauen erkranken
etwas haufiger (in 55-60% aller Falle) als Manner. Es ist eine bimodale Altersverteilung mit dem
ersten Gipfel im Kindesalter und einem zweiten innerhalb der flinften Lebensdekade zu beobachten
[47]. Im Kindesalter ist das NNR-Karzinom neben weiteren adrenalen Ursachen wie einem Adenom
oder beidseitiger Hyperplasie eine der haufigsten Ursachen fir das Cushing-Syndrom [48]. Die
Pathogenese ist noch nicht hinreichend geklart. NNR-Karzinome treten auch im Rahmen von
hereditiren Tumorsyndromen wie dem Li-Fraumeni-Syndrom (Keimbahnmutation des p53-
Tumorsuppressorgens), dem Beckwith-Wiedemann-Syndrom (deutliche IGF-II-Uberexpression) oder
dem MEN Typ 1 (Funktionsverlust des MENIN-Gens) auf [49]. Ein aggressives Tumorwachstum kann
in Zusammenhang mit dem Expressionsverlust des ACTH-Rezeptors beobachtet werden. Die ACTH-
Rezeptorexpression kann auch sekundar verloren gehen. In diesem Fall kdnnte sie als

Differenzierungsmarker eingesetzt werden [50].
1.3.3. Diagnostik des NNR-Karzinoms

Patienten mit einem NNR-Karzinom klagen oft tUber unspezifische abdominelle Symptome und zeigen
nur selten eine B-Symptomatik. Durch die Optimierung der technischen Standards werden NNR-
Karzinome heute oftmals als Inzidentalome im Rahmen einer bildgebenden Aufnahme des
Abdomens und somit in weniger fortgeschrittenen Stadien als frilher entdeckt [51]. Zur
Diagnosesicherung werden einerseits bildgebende Verfahren wie (Endo)-Sonographie, CT, MRT oder
optional ein FDG-PET, andererseits die Hormonanalyse herangezogen. Tumore der Nebennierenrinde
mit einem Durchmesser > 5cm sind hochgradig karzinomverdachtig [52]. Im Falle einer
Hypersekretion bestimmter Hormone dient die genaue hormonelle Analyse neben der spezifischen
Diagnosesicherung der Etablierung von Tumormarkern. Falls eine Operation noétig ist, kann die
hormonelle Analyse die Operationsstrategie beeinflussen. Biochemisch muss vor jedem invasiven
Eingriff ein Phdochromozytom ausgeschlossen werden, da dieses ein spezielles perioperatives
Vorgehen erfordert. Die Indikation flir eine Feinnadelbiopsie ist nur selten gegeben, da die Gefahr
der Verschleppung von Tumorzellen den Erkenntnisgewinn durch diese Untersuchung meist
Uberwiegt [53]. Im Falle einer histologischen Aufarbeitung kann der Weiss Score zum Grading dienen.

Dabei wird auf Kernatypien, atypische und zahlreiche Mitosen, GefaR- und Kapselinvasionen sowie
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breite, fibrése Bandstrukturen geachtet. Prognostisch relevant werden verschiedene Faktoren erst in
Zusammenschau [54]. Um beispielsweise von einem hoch malignen NNR-Karzinom auszugehen,
miissen mindestens drei der folgenden neun mikroskopischen Kriterien erfillt sein: , nuclear grade”
Il oder IV, Mitoserate > 5/50 high power fields (HPF), typische Mitosefiguren, ,clear cells” <25% der
Tumorflache betragend, diffuse Architektur, Nekrose, Einbruch in das vendse, das sinusoidale System
oder in die Tumorkapsel, wobei die Mitoserate den signifikantesten Marker darstellt [55].
Immunhistochemische Analysen, beispielsweise die Bestimmung von Proliferationsmarkern, kénnen

erganzende Informationen liefern [56].
1.3.4. Therapiekonzepte und Prognose des NNR-Karzinoms

Aktuell stellt die offene radikale chirurgische Resektion die einzige kurative Behandlungsoption fiir
das NNR-Karzinom dar. In den meisten Fallen kann eine langfristige Heilung allerdings auch nach
radikaler Operation nicht erreicht werden, da bei Diagnosestellung oft zundchst unentdeckte
Metastasen oder zumindest eine lokale Infiltration in Nachbargewebe existieren [57]. Bei bis zu 85%
der Patienten kommt es trotz radikaler Tumorentfernung zum Rezidiv [5]. In der Behandlung von
NNR-Karzinomen mangelt es aktuell an evidenzbasierten Erfahrungswerten mit klassischen
Chemotherapeutika. Medikamentds kommt seit vielen Jahren das Zytostatikum Mitotane zum
Einsatz, was adrenolytisch wirkt und Hormonexzesse gut kontrollieren kann. Ein vielversprechendes
Therapieregime stellt das sogenannte Berruti-Schema (Kombination aus Mitotane, Cisplatin,
Doxorubicin und Etoposid) oder die Kombination aus Mitotane plus Streptozotocin dar. Ein weiterer,
zunehmend untersuchter Therapieansatz ist die Anwendung antiangiogen wirksamer Substanzen, da
Endothelwachstumsfaktoren wie VEGF und deren Rezeptoren im NNR-Karzinom eine starke
Vaskularisierung vermitteln [47]. Je nach vorliegenden Gegebenheiten wie Tumorausbreitung und
Patientenprofil werden derzeit Stoffe wie Gemcitabine, Capecitabine, Suramin, Gossypol oder die
Kombination des monoklonalen Antikérpers Cixutumumab und des mTOR-Inhibitors Temsilorimus
erprobt. Auch der Proteasom-Inhibitor Bortezomib, die Inhibition des Hitze-Schock-Proteins HSP90
als zukinftig einsetzbare Therapeutika oder der steroidogenic factor 1 (SF-1) als Angriffspunkt dieser
werden untersucht und in Betracht gezogen [47], [57]. Da unterschiedliche in vitro und in vivo
Modelle mit relevanten klinischen Eigenschaften bislang fehlen, koénnen zielgerichtete

Therapiestrategien nur unzureichend experimentell evaluiert werden.

Auch hinsichtlich der Prognose mangelt es aktuell an groBen, multivariaten Studien mit
ausreichenden Fallzahlen. Mafigeblich fir das Outcome sind eine moglichst frilhe Diagnosestellung
sowie eine komplette chirurgische Resektion [58]. Laut ENSAT sind die relevantesten Prognose-

Parameter der Resektionsstatus und der Ki67-Index [57]. Dieser ist anderen histologischen Scores wie
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dem von Weiss, von Hough (Beurteilung der vaskularen Infiltration und fibréser Fasern) oder von Van
Slooten (Mitoserate > 2/10 HPF, nukledre Hyperchromasie und abnorm geformte Nucleoli)
Uberlegen, welche derzeit klinisch zur Differenzierung benigne versus maligne eingesetzt werden.
Der Ki67-Index wird in drei Stufen unterteilt: < 10% bei Grad 1, 10-19% bei Grad 2 und > 20% bei
Grad 3 Tumoren. Viele der eingesetzten molekularen Techniken erfordern frisch gefrorenes

Tumormaterial und wurden bislang nur in kleinen Patientenkohorten evaluiert [59].

Verschiedene klinische Parameter wie eine kurze Zeitspanne bis zum Auftreten eines Rezidivs, das
Vorhandensein von Metastasen, eine grofle Tumorlast oder die inkomplette Tumorresektion
bedingen eine frustrane Prognose. Im Kindesalter auftretende NNR-Karzinome haben eine glinstigere
Prognose [52]. Die mittlere Uberlebenszeit betrdgt nach Diagnosestellung drei bis vier Jahre. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate differiert zwischen ca. 50% nach RO-Resektion, 19% nach R1-Resektion
(mikroskopischer Tumorrand) und etwa 9% nach R2-Resektion (makroskopischer Tumorrand) [60].

Bei metastasierten NNR-Karzinomen liegt sie bei nahezu 0% [47].

1.4. Phaochromozytom

Die erste Beschreibung eines Phaochromozytoms geht auf Frankel zuriick, der Ende des 19.
Jahrhunderts seine klinische Beobachtung einer jungen Frau veréffentlichte, die wahrscheinlich an
einer hypertensiven Krise verstarb. Die Autopsie der Patientin lieR den Befund eines beidseitigen
Phdochromozytoms sowie eine diffuse VergréRerung der Schilddriise erkennen. Ein Jahrhundert
spater zeigten Neumann et al.,, dass diese Frau an einer hereditdren Form litt und deren

Nachkommen eine Mutation im Rezeptor-Tyrosinkinase-Protoonkogen aufwiesen [61].

Phdaochromozytome und Paragangliome sind seltene neuroendokrine, Katecholamin-produzierende
Tumore (Adrenalin, Noradrenalin und Metanephrin; bei malignen Tumoren zuséatzlich Dopamin), die
sich von chromaffinem Gewebe ableiten [62]. Im Falle maligner Phdochromozytome kann
chromaffines Gewebe dort detektiert werden, wo beim Gesunden keine chromaffinen Zellen
vorzufinden sind, vor allem in Knochen, Leber, Lymphknoten und Lunge. Phdochromozytome und
Paragangliome konnen in sympathische und parasympathische Tumore unterteilt werden, wobei
Phdochromozytome in die erste Gruppe fallen. Diese Tumore sind oft benigne, auf Grund von
Massenwirkung und zirkulierender Katecholamine jedoch oft mit einer hohen Morbiditdt und
Mortalitat assoziiert [63]. 85% der Félle sind als Phdochromozytome in der Nebenniere lokalisiert.
Extra-adrenale Paragangliome kénnen auch von den Nervenzellen des thorakalen und abdominalen
Grenzstrangs ausgehen und produzieren in der Regel nur Noradrenalin. Die Katecholamin-Sekretion
kann episodisch auftreten und Kopfschmerzen, vermehrtes Schwitzen, Palpitationen [64] und

Hypertonie verursachen. Bei insuffizienter Detektion und Behandlung kann das Phdaochromozytom



24

Arrhythmien, Herzinfarkte, Schlaganfille sowie Angst [63] auslésen und zum Tode fiihren. Die
Diagnose, genaue Lokalisation des Tumors und dessen Resektion sind insofern wichtig, als dass ein
begleitender Hypertonus durch die chirurgische Intervention heilbar ist und mindestens 10% der
Tumore maligne sind. Mindestens 30% der Falle sind familiar bedingt, somit sollte bei allen Index-
Patienten eine genetische Diagnostik angeboten werden [65]. Neueren Erkenntnissen nach sind
Phdaochromozytome und Paragangliome in Kombination bis zu 70% der Falle auf Keimbahn- oder
somatische Mutationen in Suszeptibilitditsgenen zurlickzufiihren [62]. Es liegt eine ausgepragte

genetische Heterogenitat vor.
1.4.1. Epidemiologie und Genetik des Phaochromozytoms

Das Phaochromozytom hat eine Inzidenz von 0,2-0,8/100 000. Das Durchschnittsalter bei
Erstdiagnose ist etwa 24 Jahre im Falle einer hereditdren Form und 43 Jahre bei sporadisch
auftretender Erkrankung. Hereditdre Tumore sind meist bilateral oder multifokal lokalisiert. Oft
tragen die jlingsten Patienten eine Von-Hippel-Lindau-Mutation (VHL-Mutation). Autopsie-Studien
lassen erkennen, dass eine Reihe von Phdochromozytomen zu Lebzeiten unerkannt bleibt. Die
Mehrzahl dieser Tumore ist gutartig mit einer 10-Jahres-Gesamt-Uberlebensrate von ungefihr 96%.
Allerdings entwickeln etwa 10% der Phdochromozytome (und bis zu 40% der Paragangliome)
Rezidive oder Metastasen und fiihren dadurch zu einer 5-Jahres-Uberlebensrate von weniger als 50%
[62]. Das progressionsfreie Uberleben wird, je nach Literaturangabe, zwischen 6-56 Monaten

angegeben und weist auf eine hochgradige Heterogenitat hinsichtlich der Prognose hin [66].

Ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung eines Phdochromozytoms haben Personen mit
Keimbahnmutationen in einem von mindestens zehn Suszeptibilitditsgenen. Man geht heute davon
aus, dass zusammengenommen etwa ein Drittel der betroffenen Patienten an einer hereditar
bedingten, autosomal-dominant vererbten Form leidet [67], [62]. Ausnahme stellt der Erbgang bei
Vorliegen einer SDHD- oder SDHAF2-Mutation dar, welche durch maternales Imprinting
weitergegeben wird [62]. Zu den vererbten Syndromen zdhlen die MEN Typ 2, die Neurofibromatose
Typ 1, das Von-Hippel-Lindau-Syndrom (VHL-Syndrom) und hereditdre Paragangliom- und familidre
Phdaochromozytom-Syndrome  [61].  Zugrunde liegende  Suszeptibilititsgene  fiir  das
Phaochromozytom sind RET, die Gruppe der SDHx-Gene (SDHA, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD),
TMEM127 und MAX [68]. In den letzten Jahren sind weitere Mutationen der Keimbahn (neben NF1,
RET, VHL, TMEM127, SDHx und MAX FH, FH41, MDH2 und MDH238) und somatische Mutationen
(neben NF1, RET und VHL auch ATRX, HIF2A, HRAS und MET) entdeckt worden [68], [62]. Gene der
Kinesin-Familie (1B (KIF1B), EGLN1 und EGLN2), welche die Propylhydroxylase-Domanen-Proteine

kodieren (PHDs), wurden ebenfalls mit hereditdren Formen des Phdochromozytoms in Verbindung
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gebracht [62]. Im Falle der SDHB-Mutation treten eine ektope Lage, das Vorliegen von Malignitat
oder die Entwicklung eines Rezidivs besonders haufig auf [65]. Rezidive werden aber auch bei der
TMEM127-Mutation beobachtet [61]. Suszeptibilitdtsgene spielen demnach eine wichtige Rolle und

werden zunehmend durch die Technik des sogenannten ,Next Generation Sequencing” bereichert.
1.4.2. Diagnostik des Phaochromozytoms

Die Diagnostik des Phdochromozytoms stellt eine Herausforderung dar, da nur wenige reliable
klinische Parameter zur Verfiigung stehen. Erschwerend kommt hinzu, dass Phdaochromozytome sehr
langsam wachsen und die Evidenz der Malignitat oft erst Jahre nach einer erfolgreichen chirurgischen
Intervention eines vermeintlich benignen Tumors deutlich wird [64]. Die Basisdiagnostik besteht aus
der Quantifizierung der Katecholamin-Sekretion und bildgebenden Verfahren. Wahrend in der
Vergangenheit verschiedenste biochemische Tests zum Einsatz kamen, gilt heute die Messung der
Katecholamin-Methylierungsprodukte Metanephrin und Normetanephrin als first line Test. Die
eindeutige Erhohung eines dieser Metaboliten ist mit einer nahezu hundertprozentigen
Wahrscheinlichkeit mit einem Phdochromozytom oder Paragangliom vergesellschaftet. Fraktionierte
Metanephrine oder Katecholamine kdnnen im Plasma und/oder 24-Stunden-Urin gemessen werden.
Der pradiktive Wert negativer Testergebnisse ist extrem hoch. Normale Plasmaspiegel schlieRen ein
Phdaochromozytom, auRer im Falle von sehr frihen, praklinischen Krankheitsstadien oder von
Patienten, die an ausschlieBlich Dopamin-sezernierenden Tumoren erkranken, nahezu aus. Bei
grenzwertig erhohten Plasma-Normetanephrinen kann der Clonidin-Suppressionstest zur

Verifizierung von falsch-positiven Ergebnissen helfen [65].

Neben der Standard-Testung der Plasma-Metanephrine werden Phdochromozytome als
neuroendokrine Tumore Uber die endokrine Tumormorphologie definiert. Zudem korreliert eine
positive Immunhistochemie fir Synaptophysin und ChrA gut mit TumorgréRe und Malignitat [63]. Zur
Differenzierung werden Keratin-Farbungen herangezogen, die beim Phdaochromozytom negativ, bei

Metastasen eines GEP-NET positiv ausfallen [66].

Patienten mit einem Tumor > 5cm oder einer SDHB-Mutation sollten schnittbildgebend untersucht
werden, um Metastasen im Bereich des Thorax, Abdomens, Beckens oder im Knochen zu
detektieren. Die haufigsten Lokalisationen der Metastasen sind: 80% in Lymphknoten, 71% in
Knochen sowie 50% in Leber und Lunge [66]. Um die genaue Lokalisierung des Tumors zu ermitteln,
wird ein CT oder MRT durchgefiihrt. Auch werden das FDG-PET, 18F-Fluorodopamin- oder 18F-

Fluorodopa-PET sowie 3|-MIBG-Szintigraphie als funktionelle Bildgebung eingesetzt.
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Laut einiger Studien geben ein Tumordurchmesser von 4-5cm, eine erhohte GefaRdichte und die
Expression von Vaskularisationsmarkern wie CD32 oder VEGF Hinweise auf Malignitat. Der aktuell
einzige reliable Pradiktor fiir Malignitat ist allerdings das Vorliegen einer Keimbahnmutation im
SDHB-Gen [63]. Ein sehr wichtiges Element der Diagnostik ist somit die Mutationssuche, da bis zu 30-
50% der Patienten mit malignen Phdaochromozytomen oder Paragangliomen eine SDHB-Mutation
aufweisen. Besonders bei Diagnosestellung in jungem Alter sollte eine molekulargenetische Testung
durchgefiihrt werden. Die Suche nach Keimbahnmutationen, aber auch die somatische genetische
Testung konnen, je nach Mutation, als Vorlage einer molekularen zielgerichteten Therapie dienen

[67].

Neuesten Erkenntnissen nach korrelieren auch hohe Plasmaspiegel von freiem Methoxytyramin
(Metabolit von Dopamin) mit dem Auftreten von Metastasen, selbst wenn keine SDHB-Mutation
vorliegt [63], [65]. Plasmaspiegel-Bestimmungen konnten fiir das Krankheitsmonitoring eine sinnvolle

Ergdnzung sein [63].

Die pathologische Differenzierung und der Proliferationsindex haben, im Gegensatz zu anderen
Entitdten (z.B. thorakalen oder gastrointestinalen Tumoren), keinen prognostischen Wert und sollten
somit keinen Einfluss auf Therapieentscheidungen nehmen. Multivariate Studien mit Blick auf die
Tumorlast, den Genotyp und biochemischen Phanotyp sind dringend erforderlich, um die
prognostischen und therapeutischen Mdoglichkeiten im Umgang mit Phdochromozytomen zu

verbessern [66].
1.4.3. Therapiekonzepte und Prognose des Phaochromozytoms

Fortschritte in genetischen und radiologischen Studien deuten darauf hin, dass im Vergleich zu
anderen Tumoren nach wie vor nur unzureichende prognostische Indikatoren und
Therapiemoglichkeiten fiir das Phdaochromozytom existieren. Die Seltenheit, die komplexe
Charakterisierung sowie die Heterogenitdt im Verhalten und der Prognose des Phiaochromozytoms
stellen eine groRe Herausforderung dar. Ausschlaggebend fiir die Therapieentscheidung sind der

hormonelle Status, die Tumorlast und die radiographisch sichtbare Dynamik des Tumors [66].

Die chirurgische Intervention gilt fiir alle Patienten mit operablem Phaochromozytom als erste
Therapieoption. Bei langsamer Progression und positiver Reaktion in der 12|-MIBG-Szintigraphie wird
in der Regel die Radiotherapie mit 3!I-MIBG empfohlen. Im Falle eines schnellen Wachstums kommt
eher die Chemotherapie mit dem CVD-Schema (Cyclophosphamid, Vincristin, Dacarbazin) zum
Einsatz. Allerdings flihren bei den meisten Patienten weder die Radio-, noch die Chemotherapie zu

einer Heilung. Nur etwa ein Drittel der behandelten Patienten spricht Gberhaupt auf die jeweilige
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Therapie an. Neuere Ergebnisse lassen auf einen 70-80%-igen Erfolg des CVD-Schemas bei
vorliegender SDHB-Mutation mit Metastasierung hoffen. Eine Alternative zum CVD-Schema kdnnte in
Zukunft der Einsatz des alkylierenden Zytostatikums Temozolomid sein, was insbesondere bei
Tragern der SDHB-Mutation in ersten Studien Erfolge gezeigt hat. Auch eine antiangiogen wirkende
Therapie mittels der Tyrosinkinase-Inhibitoren Sunitinib oder Axitinib wird derzeit in Studien
diskutiert. Diese konnte zukinftig, speziell bei stark vaskularisierten Tumoren mit einer SDHx- oder
VHL-Mutation als neue, vielversprechende Strategie eingesetzt werden [62], [66]. Epidrugs wie der
DNA-Methyltransferase-Inhibitor Decitabine und Inhibitoren der Histon-Methyltransferase kénnten
bei vorliegender SDHx- oder FH-Mutation zum Einsatz kommen [62]. Auch Therapieversuche mit
Inhibitoren von mTOR 1, mTOR 2, Hypoxie-induzierendem Faktor (HIF), HSP90, Proteinkinase B (AKT)
oder deren Kombination stellen neue Ansadtze dar, missen aber ebenfalls zundchst im Rahmen
weiterer Studien Uberpriift werden. Es gibt also verschiedene palliative oder experimentelle
Therapieoptionen. Bislang hat jedoch kein Wirkstoff ausreichende Effektivitdt bewiesen und die
Behandlung des metastasierten Phdochromozytoms bleibt vorerst palliativ. Die Kombination
verschiedener Prdparate und die personalisierte Therapie unter Berlcksichtigung des genetischen

Subtypen stellen die aussichtsreichsten Therapieregime dar [65], [66].

Trotz einer nur 50%-igen 5-Jahres-Uberlebensrate fiir das maligne Phdochromozyrom lassen sich sehr
unterschiedliche Angaben hinsichtlich der Prognose insgesamt machen. Etwa 50% der Patienten
weisen eine indolente Form der Tumorerkrankung mit einer Lebenserwartung von mehr als 20
Jahren auf. Die andere Halfte leidet an einer schnell fortschreitenden Progression und stirbt

innerhalb der ersten ein bis drei Jahre nach Diagnosestellung [65].

1.5. Zielsetzung dieser Arbeit

Die in dieser Arbeit behandelten Tumorentitdten weisen vor allem auf Grund ihrer meist spaten
Diagnosestellung sowie funktionellen Heterogenitdt zum Teil frustrane Therapieergebnisse auf. Es
bedarf dringend der Etablierung eines Patienten-individuellen Tumormodells (PDX-Modells), um eine
bessere Charakterisierung zu erreichen und neu entwickelte therapeutische Ansatze praklinisch zu

testen.

Speziell unter Berticksichtigung der Heterogenitdt wahlten wir fir diese Arbeit folgenden Ansatz zur

Etablierung und Charakterisierung eines PDX-Modells:

1.) Humane Tumorproben von GEP-NET, NNR-Karzinomen sowie Phdochromozytomen sollten
als intakte Tumorstiicke in immundefizienten Nacktmausen subkutan implantiert werden
und nach einer mehrwoéchigen Anwachszeit im Tier reseziert und histologisch aufbereitet

werden.
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2.) Mittels histologischer und immunhistochemischer Analysen sollten a) die Vitalitat mittels HE
und die Zellproliferation mittels Ki67, b) Tumor-spezifische Marker (ChrA fiir GEP-NET und
Phdaochromozytome, SF-1 fiir NNR-Karzinome) sowie durch die Beurteilung der Bilder in
Zusammenschau c) die endokrine Aktivitdt untersucht werden. Dabei sollten Originaltumor

und Xenotransplantat nach 12 Wochen vergleichend beurteilt werden.

Mittels Kryokonservieren der Paare von Patiententumor und Maustumor und Zufiihrung in die
Tumorbank des Instituts kdnnen weitergehende Analysen in Zukunft durchgefiihrt werden. Die
hieraus gewonnenen Erkenntnisse sollten langfristig dazu beitragen, dass schon kurz nach der
Operation des Patienten die fiir ihn jeweils effizienteste Therapie mit moglichst geringem

Nebenwirkungsprofil bestimmt werden kdnnte.

Primare In vivo In vivo
Gewebekultur Tumormodell Tumortherapie

| I

ot v, s |
T 1 1

Primare In vitro In vitro
Zellkultur Tumormodell Tumortherapie

T

Tumorpatient

Individuelles Therapiekonzept

Abbildung 1: Schematischer Workflow eines PDX-Modells (Abb. nach C. Hantel)



2. Material und Methoden

2.1. Auflistung der verwendeten Materialien und Substanzen

Gerite/Material

Produktbezeichnung

Firma

Reference® Physio Care

Deckglaser Menzel-Glas Menzel GmbH,
Braunschweig
Fettstift Liquid Blocker Super PAP-Pen G. Kisker, Steinfurt
Gewebeeinbettautomat STP 120 Spin Microm, Walldorf
Gewebekulturflaschen Falcons Becton-Dickinson,
NJ, USA
Histologie-Kassetten Simport Bernard-Pilon, Belceil
QC, Canada
Kamera Living Image Software 2.5 Xenogen, Alameda,
CA, USA
Mikroskop Leica DMRB Leica, Wetzlar
Mikrowelle LG, Ratingen
Objekttrager SuperFrost-Plus R. Langenbrinck,
Teningen
Ofen Function Line Heraeus, Hanau
Paraffinstreckbad EC 350 Microm, Walldorf
Pipetten Pipetten Eppendorf Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfen Pipetman® Gilson, Middleton,
WI, USA
Accu Jet Brand, Wertheim
Pipettenspitzen Sarstedt, Niimbrecht
ReaktionsgefilRe Safe-Lock Eppendorf, Hamburg
Rotationsmikrotom HM 355 E Microm, Walldorf

Schittelplatte

Mini-Rocker L024

G. Kisker, Steinfurt

Skalpell

Feather® Mikrotomklinge C35

PFM, Koln

Vortexer

Vortex-Genie® 1

Scientific Industries,
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Springfield, USA

Wasserbad

SB 80

Microm, Walldorf

Tabelle 3: Alphabetische Auflistung der verwendeten Gerdte

Reagenzien

Produktbezeichnung

Firma

Bovines Serum Albumin Fraction V Roche, Mannheim
DAB Sigma-Aldrich,
(3,3 Diaminobenzidin) Steinheim
Destilliertes Wasser B. Braun Melsungen AG,
Melsungen
Domitor (=Medetomidin) Pfizer, Berlin
Eosin-Y-Losung #HT110-2-32 Sigma-Aldrich,
Steinheim
Ethanol Med. Klinik Innenstadt,
Miinchen
Hamatoxylin Sigma Harris Hematoxylin Sigma-Aldrich,
#HHS-32 Steinheim
Isofluran-Forene® Abbott GmbH,
Wiesbaden

Ketanest (=Ketamin)

Pfizer, Berlin

Methanol

Merck, Darmstadt

Methylgriin

Methyl green H3402

Vector Laboratories,

CA, USA

Mounting Medium

Microm, Walldorf

Novalgin

Hoechst,

Frankfurt am Main

Natriumcitrat

Sigma-Aldrich,

Steinheim

Paraffin

Merck, Darmstadt

PBS Tabletten

Gibco® PBS Tablet

Life Technologies

GmbH, Darmstadt
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Tween 20

Sigma-Aldrich,

Steinheim

Vectastain® Elite ABC-Kit

Vector Laboratories,

CA, USA

Wasserstoffperoxid

Merck, Darmstadt

Xylol

Merck, Darmstadt

Ziegen-Serum

Jackson Immuno

Research Lab, CA, USA

Zitronensaure

Roth, Karlsruhe

Tabelle 4: Alphabetische Auflistung der verwendeten Reagenzien

Reagenzien/Losungen Bestandteile Mengenangabe
Blocking Puffer Blocking Solution 95ul
Ziegen-Serum 50ul
Blocking Solution Bovines Serum Albumin 3g
Tween 20 500ul
PBS/ad 100ml

10mM Citratpuffer pH 6,0

Stammldsung A

9ml 0,1M Zitronensaure

(=21g/1000ml ad)

Stammlésung B

41ml 0,1M
Natriumcitrat

(=29g/1000ml ad)

Agua dest.

450ml

DAB

Agua dest.

1000l

Pufferlosung:
3,3'-Diaminobenzidin-

Tetrahydrochlorid;

Set bestehend aus 2

Tabletten
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Urea-H,0,
0,3% H,0,/Methanol Wasserstoffperoxid 30% 500ul
Methanol 50ml
PBS NaCl 8g
KClI 0,2g
NazHPO4 X 2Hzo 1,44g
KH2PO4 O,Zg
Agua dest. 1000ml
4% PFA Paraformaldehyd 4g
Agua dest. 20ml
NaOH tropfenweise
PBS bis auf 100ml aufgefullt
HCl IN

Tabelle 5: Zusammensetzung der verwendeten Reagenzien

Antikorper

Firma

Biotinylated polyclonal anti-mouse 1gG

Santa Cruz, CA, USA;
Bestellnummer sc-2039,

RRID: AB_631734

ChrA: monoclonal mouse anti-human

(Klon LK2H10 + PHE5)

Lab Vision Corporation, CA, USA;
Bestellnummer MS-382-P,
RRID: AB_61202

Cy2 Streptavidin: polyclonal anti-rabbit

Jackson Immuno Research Lab, CA, USA /
Dianova, Hamburg;
Bestellnummer 016-220-084,

RRID: AB_2337246

Ki67: monoclonal rabbit anti-human & anti-

mouse (Klon SP6)

DCS Innovative Diagnostik-Systeme,

Hamburg; Bestellnummer KI681C01, RRID:

AB_2722785
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SF-1: polyclonal rabbit anti-human Novus Biologicals, Littleton, USA
/ Acris, Herford;
Bestellnummer NLS5377,
RRID: AB_2267370

Tabelle 6: Alphabetische Auflistung der verwendeten Antikérper

2.2. Tumormaterial

Fiir diese Arbeit wurde mit drei Tumorentititen gearbeitet. Es wurde das Gewebe von sieben
neuroendokrinen Tumoren, bestehend aus vier GEP-NET inklusive zwei Insulinomen sowie drei
Metastasen, einer Magenmetastase und zwei Lebermetastasen von GEP-NET aufgearbeitet. Die
Untersuchungen erfolgten nach schriftlicher Aufklarung und Einwilligung der Patienten im Rahmen
des ENSAT- und NeoExNET-Registers. Beide Protokolle wurden durch die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultdat der LMU genehmigt. Die Ergebnisse eines lleumkarzinoids wurden in dieser
Arbeit nicht aufgefiihrt, da kein urspriingliches Patientenmaterial fiir die histologische Aufarbeitung
und den nachfolgenden Vergleich zwischen Ausgangsgewebe und Vergleichsgewebe nach
Implantation in der Maus zur Verfligung stand. Ein malignes Karzinoid konnte ebenfalls nicht in diese
Arbeit integriert werden, da die in zwei Mause implantierten Tumorstiicke jeweils nicht anwuchsen.
Aus der zweiten Entitatengruppe wurden zwei NNR-Karzinome, ein NNR-Karzinom im Rahmen eines
MEN Typ 1 sowie eine Lebermetastase eines NNR-Karzinoms ausgewertet. Im Falle der
Lebermetastase wuchs von drei implantierten Tumorstilicken in zwei Mausen nur eines an. Die dritte
untersuchte Tumorart beinhaltete zwei Phdaochromozytome, ein Phdochromozytom im Rahmen
eines MEN Typ 2 und eine Metastase eines malignen Phaochromozytoms. Bei zwei der vier Tumoren
wurden Tumorstlicke in zwei Mause implantiert, das Gewebe ist jeweils aber nur in einer Maus
angewachsen. Von der Metastase wurden zwei Stiicke implantiert. Eines dieser beiden Stiicke konnte
nach 12 Wochen Implantation in der immundefizienten Maus nicht sicher als Tumor identifiziert
werden, weshalb es nicht in die Auswertung einging. Ein weiteres Phdochromozytom mit
Implantation in einer Maus wurde auf Grund der geringen GroRe und brichigen Struktur des

Ausgangstumors ebenfalls nicht ausgewertet.



Tumorentitat

Anzahl der OP-Praparate

Transplantationsorte

GEP-NET:

Primarius 4 2x Flanke, 3x Nacken
Metastase 3 3x Flanke, 5x Nacken

NNR-Karzinome:
Primarius 3 7x Nacken
Metastase 1 1x Flanke
Phdaochromozytom:

Primarius 3 1x Flanke, 3x Nacken
Metastase 1 1x Nacken
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Tabelle 7: Auflistung der bearbeiteten Tumorentititen mit jeweiliger Anzahl der OP-

Praparate und Implantationsort

Patient Tumorentitat Pathologische Alter Weitere Angaben zu
Geschlecht Charakterisierung des den Praparaten
(nach Pat. in (GroBe, Resektat)
Originalbefund) Jahren
Patient 1, GEP-NET Hochdifferenziertes 66 nicht naher
Q Nachresektat des neuroendokrines beschrieben
Primarius: lleum Karzinom (nicht orientierbares
(Ki67-Index < 2%) Dinndarmsegment;
10,5cm lang, 2,4cm @)
Patient 1, GEP-NET Hochdifferenziertes 66 2.7x2.2x1.8cm
Q Lebermetastase neuroendokrines Multiple, bis zu 0,7cm
(Primarius: lleum) Karzinom messende
Tumorherde mit
ballenartig gelagerten
Tumorzellen
Patient 2, GEP-NET Hochdifferenziertes 40 nicht naher
Q Primarius: Magen neuroendokrines beschrieben
(DD Appendix) Karzinom (voreroffnetes




Magenteilresektat:
14x7cm)
(Appendix: 6x0,6cm)
Infiltration am

Schnittrand: 1,3cm

Patient 2, GEP-NET Hochdifferenziertes 40 nicht naher
Q Magenmetastase neuroendokrines beschrieben
(Primarius: Magen Karzinom DD Primarius:
DD Appendix) partielles
Gastrektomiepraparat:
ca. 1,3cm groRRe
mukosale Infiltration
des vorbeschriebenen
neuroendokrinen
Carcinoms
Patient 2, GEP-NET Hochdifferenziertes 40 Leberteilresektat:
Q Lebermetastase neuroendokrines 13x10x6cm;
(Primarius: Magen Karzinom Absetzungsflache:
DD Appendix) 14x9cm;
Weilliche, unscharf
begrenzte Knoten im
Leberparenchym:
1: 3cm
2:3,8cm
Knotchen3: 2mm
Patient 3, GEP-NET Hochdifferenziertes 59 max.1,2x1x0,8cm
Q (Insulinom) neuroendokrines
Karzinom;
(Ki67-Index < 2%)
Patient 4, GEP-NET Keine eindeutige 68 2x1,5x1cm
Q (Insulinom) Charakterisierung;

(Mitoserate
0/10HPF; Ki67-Index
< 5%)
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Patient 5, Metastasierendes Heterogene 56 7cm @
3 NNR-Karzinom bei proliferative
MEN Typ 1 Aktivitat
Primarius < 30%, >30%
Patient 6, NNR-Karzinom ChrA negativ 82 Knotenl: 5x3x2,5cm
4 Lebermetastase Knoten2: 3,5x3x3cm
Patient 7, Endokrin aktives Ki67-Index (1-2%), in 55 7,1x5x4,8cm
Q NNR-Karzinom pleomorphzelligen (laborchemisch
Primarius Abschnitten > 10% Cortisol, Androgene;
ChrA negativ Testosteron-
pT2, pnl (8/9), pMO, Produktion)
L1, V1, pn0O, RO
UICC-Stadium IlI
Patient 8, NNR-Karzinom ChrA negativ 78 7,5x4,5x4cm
Q Primarius (laborchemisch
Testosteron-
Produktion)
Patient9, | Phdaochromozytom keine Angaben 64 5,3cm @
3 Primarius
Patient 10, | Phdochromozytom ChrA positiv 39 1,8cm @
3 Primarius
Patient 11, | Phdochromozytom vereinzelt Ki67- 64 2,4x1,7x1,2cm
3 bei MEN Typ 2 positive Firbung
Patient 12, | Phdochromozytom keine Angaben 46 nicht ndher
3 Knochenmetastase bezeichnete
Weichgewebsstlicke:
3,6x1,6cm
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Tabelle 8: Angaben zu den Patienten und zugehdrige TumorgroRen nach Entitdt und in
chronologischer Aufarbeitung; GroRenangaben, immunhistochemische Charakterisierung
(Ki67, ChrA) aus den jeweiligen Pathologie-Befunden
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2.3. Versuchstiere

Fir das vorliegende Projekt wurde mit weiblichen, athymischen, immundefizienten Nacktmausen
vom Mausstamm NMRI nu/nu (Harlan Winkelmann Germany, Borchen) gearbeitet. Die ausschlieRlich
flr Forschungszwecke gezlichteten Tiere wurden in der Zentralen Versuchstierhaltung der Kliniken
Innenstadt durch Frau C. Hantel betreut. Pro Kéafig wurden maximal fiinf immundefiziente
Nacktmause (IVC-Maus-Kafige Typ Il long) gehalten, welche ad libitum mit Wasser und Standard-
Maus-Futter versorgt wurden. Im Tierstall wurde ein Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils 12 Stunden
eingehalten. Die Genehmigung fir den Tierversuch im Rahmen dieses Projektes wurde von der

Regierungsbehorde Oberbayern erteilt.

2.4. Tiermodell und Implantationstechnik

In Anlehnung an die im Vorfeld von Frau C. Hantel etablierten Tumormodelle wurden fir die
Implantationen ganzer Tumorstliicke anfangs der Nackenbereich sowie die Flanke, spater
ausschlieBlich der Nacken als Implantationsort gewahlt. Da es sich um ein heterologes Xenograft-
Tumormodell handelte, wurde zur Vermeidung einer AbstoBungsreaktion mit immundefizienten
Nacktmausen gearbeitet. Die Implantation, das regelmaRige Beobachten der Tumore in den Mausen
sowie die Explantation erfolgten durch Frau C. Hantel. Fiir die im Rahmen dieser Arbeit aufbereiteten
Tumore wurden ausschlieflich ganze Tumorstiicke mit einer GroBe zwischen 2x2x2mm und
5x5x5mm implantiert. Diese wuchsen an und verblieben fiir durchschnittlich 12 Wochen in der Maus.
Die Mause wurden engmaschig kontrolliert, zweimal pro Tag auf Auffalligkeiten im Verhalten
untersucht und deren TumorgrofRe regelmaRig mittels eines Calipers gemessen. Wenn nétig, wurden
die Tiere vor Versuchsende euthanasiert. Als Abbruchkriterien des Versuchs galten Exulzeration
und/oder Uberschreiten einer GréRe von 1,5cm des Tumors, Gewichtsverlust von (iber 30%,
Fellverdanderungen sowie andere optisch erfassbare Korperbeeintrachtigungen. Nach langstens 12
Wochen Nidation wurde das Tumorgewebe explantiert, histologisch und immunhistochemisch

aufbereitet und analysiert.

2.5. Histologische Aufarbeitung

Alle Schnitte und Farbungen wurden an Hand von etablierten Standard-Protokollen, die flir Paraffin-

Einbettung geeignet sind, in unserem Labor durchgefihrt.
2.5.1. Anfertigung der Schnitte

Nach Gewinnung des Tumorgewebes wurde dieses je drei Stunden in Paraformaldehyd (PFA),
Ethanol (EtOH) in 30%-iger, 50%-iger und Uber Nacht in 70%-iger Konzentration gewaschen.

Nachdem das Tumormaterial im Anschluss 21 Stunden im Gewebeeinbettautomat (STP 120 Spin;
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Microm, Walldorf) erneut in einer Alkoholreihe gereinigt, entwdssert und im Anschluss in Paraffin
eingebettet wurde, wurden mit einem Rotationsmikrotom (Microm, Walldorf) 5um diinne Schnitte
angefertigt. Um potenziell beim Schneiden entstandene Falten zu entfernen, wurden die Schnitte mit
einem feinen Pinsel in ein Wasserbad (Kottermann, Hanigsen) mit einer Temperatur von 41°C
Uberfiihrt. Von dort wurden sie auf Objekttrager (Super Frost Plus, Teningen) aufgezogen. Uber
Nacht trockneten die Schnitte im Brutschrank (Heraeus, Hanau) bei 37°C, so dass sie am ndchsten

Tag fir die histologischen Farbungen bereitstanden.
2.5.2. Haematoxylin-Eosin-Farbung

Die Haematoxylin-Eosin-Farbung (HE) dient einem generellen Uberblick der Gewebsbeschaffenheit
und ist die am haufigsten eingesetzte Routinefarbemethode in histopathologischen Untersuchungen
[69]. Mit dieser Standard-Farbung wird die Vitalitdt des untersuchten Materials gezeigt und zwischen
benignen und malignen Zellen unterschieden. Haematoxylin kommt als natirlicher Bestandteil in
Blauholzern und verwandten Arten vor und wird durch Extraktion aus den Kernhdlzern gewonnen
oder heutzutage synthetisch hergestellt. In Reinform ist Haematoxylin farblos bis leicht beige. Unter
Anwendung eines Oxidationsmittels wird in alkoholischer oder wassriger Losung aus Haematoxylin
das ockerbraune Haematein. Haematein bildet unter Zugabe mehrwertiger Kationen Komplexe, die
fr die typische blau-violette Farbung verantwortlich zeichnen. Durch das Haematoxylin blau-violett
hervorgehoben werden basophile Strukturen wie Zellkerne mit der darin enthaltenen DNA und das
raue endoplasmatische Retikulum (rER). Eosin wird synthetisch hergestellt und farbt im Falle von

Eosin Y azidophile Zellbestandteile wie das Zytoplasma, Proteine wie auch Mitochondrien rétlich.

Die genauen Zeiten und Reihenfolge der Farbeschritte werden in Tabelle 9 aufgefiihrt.
Zusammengefasst, wurden die Schnitte zur Vorbereitung in Xylol, in absteigende
Alkoholkonzentrationen (EtOH 100%, 95%) und in destilliertes Wasser (ddH,0) getaucht. Nach der
Anfarbung mit Haematoxylin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) und einem erneuten Schritt in
destilliertem Wasser wurden die Schnitte unter flieRendes Leitungswasser gehalten, wodurch der
pH-Wert erhoéht und dadurch ein Farbumschlag von rétlich-braun zu blau-violett erzielt wurde. Als
Gegenfarbung des Zytoplasmas wurden die Schnitte in Eosin Y (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
eingebracht. Zuletzt wurde dem Gewebe mittels Alkoholldsungen mit aufsteigender Konzentration
(EtOH 95%, 100%) das eingesetzte Wasser entzogen. Die entwdasserten Schnittpraparate wurden in
Xylol feucht gehalten, bis sie mit dem Eindeckmittel Permount (Microm, Walldorf) zur verlangerten

Haltbarkeit sowie einem Deckglas (Menzel-Glas 24x50mm, Braunschweig) beschichtet wurden.
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Schritt Zeiteinheit Reagenzien/Substrate
1 2x3min Xylene

2 2x3min Ethanol 100%

3 2x3min Ethanol 95%

4 2-3min MilliQ ddH,0

5 3-5sec Haematoxylin

6 1-2sec MilliQ ddH,0

7 Imin sanft flieBendes Leitungswasser
8 10sec Eosin

9 2x30sec Ethanol 95%

10 2x30sec Ethanol 100%

11 2x30sec Xylene

12 Permount

Tabelle 9: Férbe-Protokoll fiir HE

2.5.3. Immunhistochemische Farbungen

Die Immunhistologie bzw. Immunhistochemie (IHC) wird herangezogen, um spezielle Zellbestandteile
wie Proteine zu detektieren. Mittels dieser Farbetechnik kdnnen spezifische Antigene, beispielsweise
Tumor-Antigene, im Gewebe dargestellt werden. Es werden markierte Antikdrper verwendet, die
speziell an das darzustellende Antigen binden. In Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete
Schnitte bediirfen einer speziellen Vorbehandlung, da die Immunreaktivitdt im Gewebe durch eine
Quervernetzung verloren gehen kann. Im vorliegenden Fall kam als Antigen-Demaskierung
Citratpuffer zum Einsatz, der interferierende Calcium-lonen bindet. Um unspezifische Anfarbung der
Schnitte durch endogene, im Gewebe vorkommende Peroxidase zu vermeiden, wurden die Schnitte
mit 0,3%-igem Wasserstoffperoxid (H,0>) in Methanol behandelt. Zudem wurden die Gewebeproben
mit einer ,,Blocking Solution” (aus 3% (m/v) bovinem Serum-Albumin (BSA) und 0,5% (v/v) Tween
bestehend), versetzt mit 5%-igem Ziegenserum (Jackson ImmunoResearch Lab Inc.) zur Blockierung

unspezifischer Protein-Bindungsstellen behandelt.

Bei der angewandten indirekten Methode mittels ABC-Technik (Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex;
Vectastain® Elite ABC-Kit von Vector Laboratories, CA, USA) wurde nach Zugabe eines spezifischen

Primarantikorpers ein biotinylierter Sekundarantikérper aufgetragen, welcher sich gegen den ersten
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Antikorper richtete. Im Anschluss daran wurden die Objekttrager in einem Avidin-Biotin-
Enzymkonjugat inkubiert. Zuletzt wurde ein zunachst farbloses Substrat, das Chromogen 3,3'-
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) des jeweiligen Enzyms
aufgetragen, das durch die Kopplung an das Enzym fir einen Farbumschlag sorgte. Es wurden
Protonen frei und oxidierten das vorher farblose Chromogen unter Bildung von Wasser zu einem
farbigen Endprodukt. Mit einem Fettstift (PAP-Pen, Kisker, Steinfurt) gezogene Kreise um das
untersuchte Gewebe und zwischenzeitlich aufgebrachte Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS)
dienten dazu, potenziellem Austrocknen des Tumorgewebes vorzubeugen. Nach einer aufsteigenden
Alkoholreihe zur Entwasserung wurden die Schnitte zuletzt mit einem Kunstharz (Microm, Walldorf)

bedeckt, um die Haltbarkeit der Schnitte zu verlangern.

Fir das jeweilige Untersuchungsmerkmal wurden die Gewebsschnitte, analog zur HE-Farbung zur
Entparaffinierung in Xylol eingebracht (fir die genauen Zeitangaben siehe nachfolgende Tabellen;
Tabelle 10 fir Ki67, Tabelle 11 fur ChrA und Tabelle 12 fir SF-1). Danach wurde in absteigender
Alkoholkonzentration (EtOH 100%, 95%) Schritt fiir Schritt Wasser zugefiigt. Wahrenddessen wurde
Citratpuffer in einer Mikrowelle zum Kochen gebracht. Nach kurzem Waschen in ddH,0 wurden die
Schnitte in den zuvor aufgekochten Citratpuffer (pH-Wert von 6,0) getaucht und in diesem in die
Mikrowelle (75Watt) gegeben. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurden die Objekttrager in ein
Gemisch aus 0,3% H,0, und Methanol gehalten. Zweimalig in PBS gewaschen und mit einer
Proteinblocklosung (Blocking Puffer) vorbehandelt, um unspezifischen Hintergrund zu reduzieren,
wurde der erste Antikérper (DCS Innovative Diagnostik Systeme, RRID: AB_2722785 fiir Ki67; Lab
Vision Corporation, RRID: AB_61202 fir ChrA und Novus Biologicals/Acris, RRID: AB_2267370 fiir SF-
1), im Verhaltnis 1:200 in Blocking Puffer verdiinnt, auf das Gewebe aufgetragen und Gber Nacht in
einer dunklen feuchten Kammer bei 4°C inkubiert. Die Negativkontrollen verblieben wahrenddessen

in Blocking Puffer.

Am zweiten Tag erfolgte zunachst dreimaliges Waschen in PBS und im Anschluss die Inkubation des
zweiten Antikoérpers (Cy2 Streptavidin, Jackson Immuno Research Lab/Dianova, RRID: AB_2337246
flir Ki67 und SF-1; Santa Cruz, RRID: AB_631734 fiir ChrA), ebenfalls im Verhaltnis 1:200 in Blocking
Puffer verdinnt. Die Negativkontrollen blieben wahrenddessen mit Blocking Puffer bedeckt.
Zeitgleich wurde der ABC-Komplex vorbereitet. Danach wurden die Schnitte wieder in PBS
gewaschen, um sie dann mit ABC-Komplex zu behandeln. Nach weiterem dreimaligem Waschen in
PBS wurden die Objekttrager mit DAB behandelt, welches ein braunes Endprodukt bildet. Nach
einem letzten Waschen in PBS wurde fiir die Berechnung des Ki67-Index das Gewebe mit Methylgriin
bedeckt und die Schnitte in einen Ofen mit 60°C gegeben. Im Anschluss wurden die Schnitte kurz in

ddH,0 gehalten, bis keine Farbe mehr abgewaschen wurde. Fir die Farbungen mit ChrA und SF-1


http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=3,3%27-Diaminobenzidin&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=3,3%27-Diaminobenzidin&action=edit&redlink=1
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entfielen die Anwendung von Methylgriin, die Inkubation im Ofen und das anschlieRende Waschen in

ddH,O0, da fiir die jeweilige Quantifizierung ausreichende Kontraste vorlagen.

Zuletzt erfolgte zur Dehydrierung ein Eintauchen in aufsteigender Alkoholkonzentration (EtOH 95%,

100%) und schlieBlich in Xylol, bis alle Objekttrager mit Mounting Medium (Microm, Walldorf) und

24x50mm grofRen Deckglasern (Menzel GmbH, Braunschweig) eingedeckt wurden.

Schritt Zeiteinheit Reagenzien/Substrate

1 2x5min Xylene

2 2x10min Ethanol 100%

3 2x10min Ethanol 95%

4 1min MilliQ ddH,0

5 15min zuvor aufgekochter Citratpuffer
6 1h auf Raumtemperatur abkiihlen
7 10min 0,3% H,0; in Methanol

8 2x5min PBS

9 15min Blocking Puffer

10 Uber Nacht 1.AK; Negativkontrolle in Blocking Puffer
11 3x5min PBS

12 30min 2.AK

13 3x5min PBS

14 30min zuvor hergerichtetes ABC-Kit
15 3x5min PBS

16 5min DAB

17 2x5min PBS

18 8min Methylgriin bei 60°C im Ofen
19 2-3sec MilliQ ddH,0

20 2x1min Ethanol 95%

21 2x1min Ethanol 100%

22 2x5min Xylene

23 Permount




Tabelle 10: Farbe-Protokoll fiir Ki67

Schritt Zeiteinheit Reagenzien/Substrate

1 2x5min Xylene

2 2x10min Ethanol 100%

3 2x10min Ethanol 95%

4 1min MilliQ ddH,0

5 15min zuvor aufgekochter Citratpuffer
6 1h auf Raumtemperatur abkihlen
7 10min 0,3% H,0; in Methanol

8 2x5min PBS

9 15min Blocking Puffer

10 Gber Nacht 1.AK; Negativkontrolle in Blocking Puffer
11 3x5min PBS

12 30min 2.AK

13 3x5min PBS

14 30min zuvor hergerichtetes ABC-Kit
15 3x5min PBS

16 3min DAB

17 2x5min PBS

18 2x1min Ethanol 95%

19 2x1min Ethanol 100%

20 2x5min Xylene

21 Permount

Tabelle 11: Farbe-Protokoll fiir ChrA

Schritt

Zeiteinheit

Reagenzien/Substrate

2x5min

Xylene
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2 2x10min Ethanol 100%
3 2x10min Ethanol 95%
4 1min MilliQ ddH,0
5 15min zuvor aufgekochter Citratpuffer
6 1h auf Raumtemperatur abkihlen
7 10min 0,3% H,0, in Methanol
8 2x5min PBS
9 15min Blocking Puffer
10 Giber Nacht 1.AK; Negativkontrolle in Blocking Puffer
11 3x5min PBS
12 30min 2.AK
13 3x5min PBS
14 30min zuvor hergerichtetes ABC-Kit
15 3x5min PBS
16 5min DAB
17 2x5min PBS
18 2x1min Ethanol 95%
19 2x1min Ethanol 100%
20 2x5min Xylene
21 Permount
Tabelle 12: Farbe-Protokaoll fiir SF-1
2.6. Quantifizierung
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Fir die Quantifizierung wurde mit Imagel (https://imagej.nih.gov/ij/) gearbeitet. Pro Schnitt wurden

in 6 verschiedenen Arealen je 6 HPF, demnach insgesamt 36 Felder untersucht und ausgewertet. Dies

wurde jeweils im Primartumor und im gleichen Tumor nach 12 Wochen Nidation in der

immundefizienten Nacktmaus untersucht. Flr Ki67 und SF-1 wurden Kerne gezdhlt, wofiir eine

VergrofRerung mit 40x Objektiv genutzt wurde. Da in der CHrA-IHC groRere Bereiche wie nestformige

Areale beurteilt wurden, kam hierfiir ein 20x Objektiv zum Einsatz.
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Um den Proliferationsindex zu bestimmen, wurde die Anzahl der Ki67-positiven Kerne ausgezahlt und
in Relation zur jeweiligen Gesamtzellzahl gesetzt. Nur die deutlich angefarbten Kerne wurden als

Ki67-positiv betrachtet.

Ki67-Index = Ki67-positive Kerne / Gesamtzahl der Kerne

Um die ChrA-Expression zu quantifizieren wurde die Flache von angefarbten Arealen beurteilt. Die
untersuchten Areale wiesen unterschiedliche, semiquantitative Farbintensititen auf, welche in
Werte von 0 bis 3 eingestuft wurden. In der ChrA-IHC zeigten die Negativkontrollen ein
Hintergrundsignal. Deshalb wurde das Gewebe in ChrA-positive und ChrA-negative Bereiche
eingeteilt. Die ermittelten Daten wurden zur Bildung eines Farbungsindex in folgende Formel

eingefligt und in arbitrary units (AU) angegeben:

ChrA Index = % des ChrA-positiven Areals x Fdrbeintensitit des ChrA-positiven Areals [0-3] +

% des ChrA-negativen Areals x Férbeintensitdt des ChrA-negativen Areals [0-3]

Fir die Beurteilung von SF-1 wurde die Anzahl der gefarbten Kerne als theoretische Werte

angegeben. Deutlich braun geféarbte Zellen wurden als SF-1-positive Zellen gezahlt.

2.7. Statistik

Die quantifizierten Daten wurden in Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) gespeichert
sowie mittels SPSS (IBM Deutschland GmbH, Ehningen) statistisch ausgewertet. Die erhobenen Daten
wurden als Mittelwerte * Standardabweichung angegeben. Als statistischer Test wurde der
ungepaarte t-Test eingesetzt. Als statistisch signifikant wurden Ergebnisse mit einem Signifikanzwert

von p < 0.05 angesehen.
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3. Ergebnisse

Wie in der Zielsetzung beschrieben (siehe Abschnitt 1.5.) wurde im Rahmen dieser Arbeit humanes
Tumorgewebe vergleichend zu entsprechendem Tumorgewebe nach 12-wdchiger Nidation im
Subkutangewebe von Mausen histologisch aufbereitet und mittels verschiedener Antikorper auf
Proliferationsverhalten und endokrine Aktivitdt untersucht. Im Folgenden werden die Ergebnisse der
einzelnen  Teilschritte und verschiedenen Tumorentititen (GEP-NET, NNR-Karzinom,

Phaochromozytom) dargestellt:

3.1. Modell zur Implantation ganzer Tumorstiicke

Implantation und Verlaufskontrollen wurden von Frau C. Hantel durchgefiihrt (Details siehe 2.4.). Im
Gegensatz zur gut etablierten Implantation von Tumorzellen musste fir die Implantation ganzer
Tumorstilicke eine geeignete Technik und Lokalisation gefunden werden. Anfdnglich wurden die
Tumorstiicke in den Nacken- und Flankenbereich eingesetzt. Bei deutlich einfacherem chirurgischem

Zugangsweg sowie besserer makroskopischer Messbarkeit der TumorgréRe wurde im Verlauf als

Implantationsort ausschlieRlich eine im Nackenbereich praparierte Tasche gewahlt (siehe Abbildung

2).

Abbildung 2: 8-10 Wochen alte immundefiziente Nacktmduse; A: Praparation des s.c.
Implantationsortes nuchal; B: s.c. Gewebsimplantation des humanen Tumors an der Flanke; C:
exemplarisches Bild eines angewachsenen Tumors (Pfeil); Quellen: A. Ozimek, C. Hantel

Die subkutane TumorgroRe wurde jeden zweiten Tag mittels Caliper vermessen. Sowohl GEP-NET
sowie NNR-Karzinome zeigten nach einer initialen GréRenreduktion eine Rlckkehr auf die
AusgangsgroRe ohne weiteres Wachstumspotenzial (siehe Abbildung 3). Nach durchschnittlich 12
Wochen wurde das Tumorgewebe aus der Maus entnommen. Die Mehrzahl der Tumore zeigte sich

in der immundefizienten Nacktmaus angewachsen (siehe Tabelle 13).
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Abbildung 3: A: humanes GEP-NET (Oberflache); B: humanes NNR-Karzinom (Pfeil) (Schnittfliche);
C: humanes malignes Phdochromozytom (Pfeile) (Schnittfliche); D: Wachstumsverhalten eines
humanen GEP-NET in einer immundefizienten Nacktmaus innerhalb von 9 Wochen; E:
Wachstumsverhalten eines humanen NNR-Karzinoms in einer immundefizienten Nacktmaus
innerhalb von 24 Wochen; F: Wachstumsverhalten eines humanen malignen Phdochromozytoms in
einer immundefizienten Nacktmaus innerhalb von 16 Wochen; Bilder-Quelle: A. Ozimek

3.2. Vergleich des Tumormaterials vor und nach Transplantation

Sowohl das urspriingliche Patientengewebe als auch das explantierte Tumorgewebe nach 12 Wochen
Verweildauer in der immundefizienten Nacktmaus wurden histologisch untersucht und miteinander
verglichen. Mittels HE-Farbung wurde orientierend die Vitalitdt analysiert und somit der Erfolg des
Anwachsens beurteilt (siehe Abbildung 4). Insgesamt zeigte sich bei den GEP-NET und den Primarien
der NNR-Karzinome eine vollstdndige Anwachsrate mit Zeichen der Vitalitdt in der HE-Farbung,
wahrend bei den Phdochromozytomen nur ein Drittel der Tumore anwuchs. In vier Tumoren
(Metastase eines NNR-Karzinoms, zwei Primarien sowie eine Metastase des Phdochromozytoms)
konnte an Hand des explantierten Gewebes auf Grund von geringer GroRe oder dulierst fragiler
Beschaffenheit nicht sicher geklart werden, ob die Tumore in der Maus angewachsen waren (siehe

Kennzeichnung ,,N/Q" in Tabelle 13).
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Tumorentitat Rate des Anwachsens in Prozent
GEP-NET:
Primarius (n=4) 100
Metastase (n=3) 100

NNR-Karzinom:

Primarius (n=3) 100

Metastase (n=1) N/Q
Phdaochromozytom:

Primarius (n=3) 33*

Metastase (n=1) N/Q

Tabelle 13: Rate der angewachsenen Tumore je ausgewerteter Entitit in Prozent.
N/Q = nicht quantifizierbar, *bei zwei Tumoren N/Q
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Abbildung 4: HE-Farbung der einzelnen Tumorentitdten: A, C, E: humanes Tumorgewebe prae
transplantationem; B, D, F: humanes Tumorgewebe nach 12 Wochen Verweildauer in der
immundefizienten Nacktmaus; A, B: Primdrtumor eines GEP-NET (Patient 2); C, D: Primdrtumor
eines NNR-Karzinoms (Patient 8); E, F: Primdrtumor eines Phdaochromozytoms (Patient 10); 40x
Objektiv; Skalierungssbalken = 100um

3.2.1. Proliferationsverhalten in den verschiedenen Tumorentitdten

Zur Evaluierung der Zellproliferation im jeweiligen Tumor wurde die Ki67-IHC angewendet. Anhand
der mikroskopischen Bilder wurde, wie unter 2.6. beschrieben, der Ki67-Index ermittelt. Anfanglich
wurden die Ki67-Farbungen mit Hamatoxylin gegengefarbt. Da der Hintergrund die positiv gefarbten
Kerne schwer erkennen lieB, wurden schlieBlich fiir alle Gewebsschnitte Ki67-Farbungen mit
Methylgriin als Gegenfarbung durchgefiihrt (siehe Abbildung 5). Das Verhalten der Zellproliferation
zeigte sich in dieser Arbeit in Zusammenschau aller untersuchten Tumore heterogen. Unter den
unterschiedlichen Entitaten war kein vergleichbares Proliferationsverhalten zu beobachten. Der Ki67-
Index wahrend der 12 Wochen Nidation stieg teilweise deutlich an (siehe Abbildung 5, B und D). Es
wurde jedoch auch Tumormaterial untersucht, dessen Ki67-Index im origindren Patiententumor
deutlich hoher lag als nach Implantation in der immundefizienten Nacktmaus (siehe Abbildung 5, F
und H). Ebenso wurden Tumore identifiziert, deren Ki67-Index sich nicht gravierend wahrend der

Implantationszeit veranderte (siehe Abbildung 5, J und L).
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Abbildung 5: Ki67-lHC der einzelnen Tumorentitidten (jeweils Primarien): B, F, J: humanes
Tumorgewebe prae transplantationem; D, H, L: humanes Tumorgewebe nach 12 Wochen
Verweildauer in der immundefizienten Nacktmaus; A-D: GEP-NET (Patient 2); E-H: NNR-Karzinom
(Patient 8); I-L: Phdochromozytom (Patient 10); Aufnahmen der zugehdérigen HE (A, C, E, G, |, K)
jeweils links des entsprechenden Bildes; 40x Objektiv; Skalierungssbalken - 100um

In der vorliegenden Arbeit wurden fir die GEP-NET im Vergleich zu den anderen beiden untersuchten
Tumorentitdten verhaltnismaRig deutliche Anstiege von Ki67 ermittelt. Wie der Abbildung 6 zu
entnehmen ist, fand sich in einem groRen Teil der implantierten Tumorstiicke (10/13 1 77%) eine
gesteigerte Proliferation im Vergleich zum Ausgangswert, in mehreren Fallen erreichten die
Unterschiede statistische Signifikanz (Patient 2, Primarius: prae: 1,08+1,01%, post: 13,71+9,47%, p:
0,009). Dies zeigte sich nicht nur in den Primartumoren der GEP-NET, sondern auch in deren
Metastasen (Patient 2, Lebermetastase: prae: 1,95+2,40%, post: 10,27+1,61%, p < 0,001). In einigen
Fallen war die Proliferation von Primartumor und dem zugehdrigen Explantat aber auch vergleichbar
(Patient 3, Insulinom: prae: 0,15+0,23%; post: 0,75+1,08%; p: 0,212) bis reduziert (3/13 7 23%)
(Patient 1, Lebermetastase: prae: 9,49 +5,26%, post: 3,43+1,56%, p: 0,022). In einer untersuchten
Metastase, deren Gewebe in zwei unterschiedliche Mause implantiert wurde, ging die

Zellproliferation in der Maus zuriick, konsistent in beiden Tieren, in welche implantiert wurde.



Tumore Ki-67-Index in % Ki-67-Index in % p-Wert
prae post
GEP-NET transplantationem transplantationem
GEP-NET 4,1542,34% 12,71411,21% 0,097
Primarius
(Patient 1)
GEP-NET 9,49+5,26% 3,43+1,56% 0,022
Lebermetastase
(Patient 1)
7,7212,61% 0,477
GEP-NET 1,08+1,01% 13,7149,47% 0,009
Primarius
(Patient 2)
6,03+4,44% 0,024
GEP-NET 2,07+2,11% 3,92+3,14% 0,259
Magenmetastase
(Patient 2)
4,6414,81% 0,257
GEP-NET 1,95+2,40% 10,27+1,61% < 0,001
Lebermetastase
(Patient 2)
7,07£2,32% 0,004
13,1314,77% < 0,001
2,71+1,44% 0,520
GEP-NET 0,15+0,23% 0,75+1,08% 0,212
Insulinom
(Patient 3)
GEP-NET 3,39+1,46% 2,70+0,63% 0,321
Insulinom
(Patient 4)
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Tabelle 14: Ki67-Indices mit Standardabweichung und zugehdoriger Signifikanz der GEP-NET
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Abbildung 6: Proliferationsverhalten im Verlauf der Implantation im Vergleich zur
humanen Ausgangssituation in den GEP-NET

Bei den NNR-Karzinomen zeigten sich in zwei Féllen der untersuchten Explantate (2/8 = 25%) Ki67-
Indices, die nach der Implantation nur minimal angestiegen sind und somit als mit der origindren
Tumorhistologie vergleichbar angesehen wurden (Patient 5, Primarius bei MEN Typ 1: prae:
7,9145,73% ; post: 8,96+4,92%; p: 0,740) (siehe Abbildung 7). In den restlichen sechs Explantaten war
der Ki67-Index niedriger als vor der Implantation; in finf Primarien (Patient 8, Primarius: prae:
37,9615,99%; post: 7,68+12,82%; p < 0,001) ging die Zellproliferation im Laufe der Nidation in der
Maus stark zurtick (5/8 162,5%), in einer Metastase (Patient 6, Lebermetastase: prae: 6,79+2,31%;

post: 2,54+1,42%; p: 0,003) sank der Ki67-Index deutlich geringer (1/8  12,5%).
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Bei einem NNR-Karzinom (Patient 7, Primarius) verhielten sich drei einzelne Tumorstiicke, die in drei
verschiedene Mause implantiert wurden, unterschiedlich. In zwei der Gewebsstlicke nahm die
Proliferation ab, im dritten Tumorstiick war, wie schon oben beschrieben, die Proliferation

vergleichbar mit der origindren Tumorhistologie.

Tumore Ki-67-Index in % prae | Ki-67-Index in % post p-Wert
NNR-Karzinome transplantationem transplantationem
Metastasierendes NNR- 7,9115,73% 8,96+4,92% 0,740
Karzinom bei MEN
Typ 1
Primarius
(Patient 5)
NNR-Karzinom 6,792,31% 2,54+1,42% 0,003
Lebermetastase
(Patient 6)
NNR-Karzinom 9,73+6,24% 2,80+2,29% 0,041
Primarius
(Patient 7)
2,02+3,14% 0,022
11,344+8,94% 0,725
NNR-Karzinom 37,9615,99% 7,68+2,82% < 0,001
Primarius
(Patient 8)
14,48+7,50% < 0,001
10,40+7,46% < 0,001

Tabelle 15: Ki67-Indices mit Standardabweichung und zugehoriger Signifikanz der NNR-
Karzinome
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Abbildung 7: Proliferationsverhalten im Verlauf der Implantation im Vergleich zur
humanen Ausgangssituation in den NNR-Karzinomen

Die Ki67-Indices aller untersuchten Phaochromozytome sind in Abbildung 8 dargestellt. Ein Primarius
(1/5 2 20%) zeigte einen vergleichbaren Ki67-Index vor und nach der Implantation (Patient 10,
Primarius: prae: 2,93+1,03%, post: 2,92+1,77%, p: 0,991). In zwei Phdochromozytomen (2/5 % 40%),

klinisch maligne einerseits (Patient 9, Primarius: prae: 3,14+2,46%, post: 1,35+0,92%, p: 0,145), im
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Rahmen eines MEN Typ 2 andererseits (Patient 11: prae: 1,88+1,19%, post: 0,70+0,83%, p: 0,076),
sank die Zellproliferation wahrend der Nidation in der Maus relativ deutlich ab, ohne signifikant zu
sein. In den letzten beiden untersuchten Phdochromozytomen, einem Primarius (Patient 10: prae:
2,93+1,03%, post: 2,51+1,51%, p: 0,585) sowie einer Metastase (Patient 12: prae: 1,92+0,76%, post:
1,29+0,67%, p: 0,157), sank die Zellproliferation nur geringfligig (2/5 < 40%).

Tumore Ki-67-Index in % Ki-67-Index in % p-Wert
prae post
Phaochromozytome transplantationem | transplantationem

malignes Phdochromozytom 3,14+2,46% 1,35+0,92% 0,145
Primarius
(Patient 9)

Phdaochromozytom 2,9341,03% 2,92+1,77% 0,991
Primarius

(Patient 10)

2,51+1,51% 0,585

Phaochromozytom bei MEN2 1,88+1,19% 0,7040,83% 0,076
(Patient 11)

malignes Phdaochromozytom 1,92+0,76% 1,29+0,67% 0,157

Metastase

(Patient 12)

Tabelle 16: Ki67-Indices mit Standardabweichung und zugehoriger Signifikanz der
Phiaochromozytome
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Abbildung 8: Proliferationsverhalten im Verlauf der Implantation im Vergleich zur humanen
Ausgangssituation in den Phaochromozytomen

3.2.2. Expression von ChrA in den neuroendokrinen Tumoren

Der ChrA-Wert, wie beschrieben unter 2.6., reprasentierte in dieser Arbeit die neuroendokrine
Aktivitat der GEP-NET und Phdochromozytome. Im Vergleich zum originaren Tumor waren alle ChrA-
Werte der untersuchten GEP-NET im Gewebe nach der Implantation niedriger, haufig mit
signifikantem Unterschied (Patient 2, Primarius: prae: 111,94+40,12 AU, post: 6,96+9,86 AU, p:
0,001) (siehe Abbildung 9). Morphologisch stellten sich die Gewebeproben sehr heterogen dar (siehe
Abbildung 10). Vor allem bei den GEP-NET konnten nestférmige Areale gezeigt werden, die teilweise
zwischen origindgrem Patiententumor und explantiertem Gewebe vergleichbar waren (Patient 1,
Lebermetastase). Einige untersuchte Tumore wiesen zellkernarme Regionen mit Durchsetzung von
Adipozyten und Bindegewebe auf, was vor allem bei den Insulinomen beobachtet wurde (Patient 3,

Patient 4). Dennoch konnten in diesen Schnitten Tumorzellen identifiziert und die entsprechenden
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Quantifizierungen der Farbungen vorgenommen werden (Patient 4, Insulinom: prae: 69,78+16,95

AU, post: 10,72+15,15 AU, p< 0,001).

Tumore ChrA-Wert in AU ChrA-Wert in AU p-Wert
prae post
GEP-NET transplantationem | transplantationem
GEP-NET 60,49+16,21 AU 51,57+11,73 AU 0,300
Primarius
(Patient 1)
GEP-NET Lebermetastase 119,27+35,83 AU 46,8919,26 AU 0,004
(Patient 1)
46,54+24,49 AU 0,002
GEP-NET 111,94+40,12 AU 32,60£15,02 AU 0,003
Primarius
(Patient 2)
6,9619,86 AU 0,001
GEP-NET Magenmetastase 53,17+7,08 AU 37,08+8,70 AU 0,006
(Patient 2)
11,14+11,27 AU < 0,001
GEP-NET Lebermetastase 69,50+10,48 AU 22,01+5,02 AU < 0,001
(Patient 2)
7,51+13,21 AU < 0,001
11,44+14,48 AU < 0,001
7,09+15,59 AU < 0,001
GEP-NET 67,351£25,63 AU 9,4216,96 AU 0,002
Insulinom
(Patient 3)
GEP-NET 69,78+16,95 AU 10,72+15,15 AU < 0,001
Insulinom
(Patient 4)

Tabelle 17: ChrA-Werte mit Standardabweichung und zugehoriger Signifikanz der GEP-NET
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Abbildung 9: Expression von ChrA im Verlauf der Implantation im Vergleich zur humanen
Ausgangssituation in den GEP-NET; AU = arbitrary units
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Abbildung 10: ChrA-IHC: B, F, J, N: humanes Tumorgewebe prae transplantationem; D, H, L, P:
humanes Tumorgewebe nach 12 Wochen Verweildauer in der immundefizienten Nacktmaus; A-D:
Primdrtumor eines GEP-NET (Patient 2); E-H: Metastase eines GEP-NET (Patient 2); I-L: Primartumor
eines Insulinoms (Patient 4); M-P: Primdrtumor eines Phdochromozytoms (Patient 10); Aufnahmen
der zugehorigen HE (A, C, E, G, I, K, M, O) jeweils links des entsprechenden Bildes; 40x Objektiv;
Skalierungssbalken - 100um

Das Verhalten der ChrA-Expression in den Phdochromozytomen war, anders als bei den GEP-NET,
deutlich schwerer einzuordnen, was daran liegen mag, dass das Anwachsen der Phdochromozytome
in der immundefizienten Nacktmaus als fraglich zu werten ist. Die ermittelten Werte spiegeln erneut
die Heterogenitat der Tumore wider: zwei Explantate (2/5 < 40%) wurden als vergleichbar gewertet
(Patient 9, Primarius: prae: 11,73+2,40 AU, post: 11,22+1,34 AU, p: 0,661). Das Phdochromozytom im
Rahmen der MEN Typ 2 zeigte einen statistisch signifikanten Riickgang des ChrA-Wertes nach der
Implantation (Patient 11: prae: 49,62+2,78 AU, post: 25,68+22,45 AU, p: 0,027). Es wurden aber auch
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erhohte ChrA-Werte nach der Implantation in der Maus gemessen (Patient 12, Metastase: prae:
13,08+2,19 AU, post: 31,974+42,85 AU, p: 0,330). Interessant ist der Fall des Patienten 10, dessen
Tumor in einer Maus einen Anstieg, in einer anderen Maus einen Riickgang des ChrA-Wertes nach

Implantation aufzeigte.

Tumore ChrA-Wert in AU ChrA-Wert in AU p-Wert
prae post
Phaochromozytome transplantationem | transplantationem

malignes Phdochromozytom 11,73+2,40 AU 11,22+1,34 AU 0,661
Primarius
(Patient 9)

Phdochromozytom 32,08+16,68 AU 38,56+24,09 AU 0,600
Primarius

(Patient 10)

10,05+26,36 AU 0,114

Phdaochromozytom bei MEN2 49,62+2,78 AU 25,68+22,45 AU 0,027
(Patient 11)

malignes Phaochromozytom 13,08+2,19 AU 31,97+42,85 AU 0,330

Metastase

(Patient 12)

Tabelle 18: ChrA-Werte mit Standardabweichung und zugehoriger Signifikanz der
Phaochromozytome
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Abbildung 11: Expression von ChrA im Verlauf der Implantation im Vergleich zur humanen
Ausgangssituation in den Phdochromozytomen; AU = arbitrary units

3.2.3. Expression von SF-1 in den NNR-Karzinomen

Zur Evaluation der adrenalen Steroidogenese wurde in dieser Arbeit eine Farbung in den
Tumorproben der NNR-Karzinome mittels SF-1 angefertigt. Bei der Auswertung dieses
Transkriptionsfaktors wurden ausschlieBlich positive Kerne gezahlt und diese zwischen origindrem
Patientenmaterial und murinem Gewebe verglichen. Die Expressionslevel von SF-1 in den
untersuchten NNR-Karzinomen spiegelten die Heterogenitat dieser Tumorentitdt wider. Ein NNR-
Karzinom zeigte in einer von drei Mdusen nahezu idente Werte zwischen origindgrem Tumor und
Tumoraquivalent nach der Implantation (Patient 5, NNR-Karzinom bei MEN Typ 1: prae: 4,22+1,62,
post: 4,22+1,57, p: 0,997). Nur in einem weiteren Explantat verhielt sich die Expression von SF-1
ebenfalls dem Ausgangsmaterial vergleichbar (Patient 7: prae: 3,28+0,93, post: 3,19+1,01, p: 0,880)
(siehe Abbildung 12). In den anderen untersuchten Explantaten (6/8 = 75%) war die Anzahl gezihlter
SF-1-positiver Zellkerne deutlich geringer als im urspriinglichen Patientengewebe (siehe Abbildung
13) und zeigten mehrheitlich statistisch signifikante Unterschiede (Patient 8: prae: 9,11+1,92, post:
1,78+1,04, p < 0,001).



Tumore MW der SF-1 positiven MW der SF-1 positiven p-Wert
Zellen/HPF Zellen/HPF
NNR-Karzinome prae transplantationem | post transplantationem
Metastasierendes 4,22+1,62 4,22+1,57 0,997
NNR-Karzinom bei
MEN Typ 1
Primarius
(Patient 5)
NNR-Karzinom 1,75+0,53 0,69+0,29 0,002
Lebermetastase
(Patient 6)
NNR-Karzinom 3,28+0,93 3,19+41,01 0,880
Primarius
(Patient 7)
0,45+0,25 < 0,001
1,08+0,51 < 0,001
NNR-Karzinom 9,11+1,92 1,78+1,04 < 0,001
Primarius
(Patient 8)
1,92+0,31 < 0,001
5,08+1,62 0,003
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Tabelle 19: SF-1-Werte mit Standardabweichung und zugehoriger Signifikanz der NNR-

Karzinome
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Abbildung 12: Expression von SF-1 im Verlauf der Implantation im Vergleich zur humanen

Ausgangssituation in den NNR-Karzinomen



Abbildung 13: SF-1-IHC der NNR-Karzinome; B, F: humanes Tumorgewebe prae transplantationem;
D, H: humanes Tumorgewebe nach 12 Wochen Verweildauer in der immundefizienten Nacktmaus;
A-D: Primartumor eines NNR-Karzinoms (Patient 8); E-H: Metastase eines NNR-Karzinoms (Patient

6); Aufnahmen der zugehérigen HE (A, C, E, G) jeweils links des entsprechenden Bildes; 40x
Objektiv; Skalierungssbalken = 100um
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde an der Etablierung eines PDX-Modells gearbeitet. Im Gegensatz zur
Implantation von Tumorzelllinien wurde ein ganzes Teilstlick eines Patiententumors subkutan in eine
immundefiziente Nacktmaus implantiert und dort drei Monate belassen. Dadurch konnte untersucht
werden, wie sich das humane Tumorgewebe nach der Implantation verhdlt und ob sich die
Proliferation und die endokrine Aktivitat (ChrA fir GEP-NET und Phdochromozytome, SF-1 fiir NNR-
Karzinome) des Tumors verandern. Es zeigte sich eine prinzipiell hohe Anwachsrate in der Maus,
insbesondere bei GEP-NET (100%) und NNR-Karzinomen (100% der Primarien; N/Q der Metastase).
Wadhrend es bei den GEP-NET in etwa 80% zu einer steigenden Proliferation kam, nahm die
endokrine Aktivitdt bei dieser Entitdt ausschlieflich ab. In den NNR-Karzinomen nahm die
Proliferation bei der Halfte der Implantate deutlich ab. Ebenso zeigte sich die Steroidogenese in der
Mehrzahl der Tumore regredient nach der Implantation in die Maus. Fiir die Phdochromozytome
konnte keine gute Anwachsquote erzielt werden. Die Proliferation war nach der Verweildauer in der
Maus in 80% deutlich niedriger als bei dem origindren Patiententumor. ChrA als Marker der

endokrinen Aktivitat zeigte sich hier sehr heterogen in seinem Farbeverhalten.

Prinzipiell geben die Ergebnisse deutliche Hinweise darauf, dass die Implantation ganzer
Tumorstiicke Potenzial hat, ein valides Tumormodell darzustellen; ein Uberleben und sogar
Proliferation im Versuchstier gelingen in den allermeisten Fallen. Auch spezifische Charakteristika
differenzierter endokriner Gewebe (Expression zum Beispiel von ChrA oder SF-1) bleiben bestehen.
Die Quantifizierung insbesondere der funktionellen Charakteristika zeigte jedoch keinen
vollstédndigen Erhalt der Ausgangssituation, sondern eine gewisse Dynamik wahrend der Inkubation
in der Maus. Ziel zuklnftiger Arbeiten sollte es sein, die Prozedur der Implantation weiter zu
optimieren, sodass die Tumorprdparate proliferativ und funktionell noch vergleichbarer werden. Es
koénnten erste praklinische Therapieversuche angeschlossen werden, welche der Individualitat jeder

Tumorentitat und der einzelnen Patienten besser gerecht wiirden.

4.1. Tumormodelle

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neuartiges Tumormodell untersucht. Generell kénnen
Tumormodelle auf verschiedene Arten eingeteilt werden. Einerseits gibt es den Unterschied
zwischen in vitro Modellen im gut standardisierbaren, aber sehr artifiziellen Milieu und in vivo
Modellen im lebenden Organismus. Zellkulturen als wichtigste Form der in vitro Modelle sind oft
vielfach erprobte Zelllinien. Deren Vorteil ist, dass die Eigenschaften dieser Tumor-Zelllinien nach
Jahre langer Arbeit damit meist hinreichend bekannt sind. Genau dieser Aspekt bedingt aber auch

Nachteile; so werden unter Umstanden neu aufgetretene Mutationen nach langerer Passage-Dauer
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nicht ausreichend bericksichtigt. Auch geht die Heterogenitdt innerhalb einer Tumorentitdt oder
intratumoral durch die Kultivierung in vitro verloren [70]. Offensichtlich und wohl am
schwerwiegendsten fehlt dazu im Gegensatz zu in vivo Modellen die Einbettung in das komplexe

System des Gewebes und die dreidimensionale Struktur des Tumorverbandes.

Bei in vivo Tiermodellen kann man mit unterschiedlichsten Spezies wie beispielsweise Fischen,
Nagetieren, Hunden, Schweinen oder Affen arbeiten. Einerseits konnen hiermit Ergebnisse aus
vorangegangenen jn vitro Tests validiert werden. Andererseits stellen die weit komplexeren
Gegebenheiten im lebenden Organismus immer noch eine groRe Herausforderung dar. Versuche sind
teilweise wenig plan- oder standardisierbar. Das Wachstum eines humanen Tumors in einer
immundefizienten Nacktmaus wurde erstmals 1969 von Rygaard und Povlsen beschrieben. Damals
wurde ein 5x5x5mm grofRes Tumorstiick erst zerkleinert, in ein Medium (5ml| Gewebekultur ,, 199,
(Glaxo)) gegeben und in diesem (0,5ml) in die Maus implantiert. Nach drei Wochen wurden die
Zellen, erneut zum Tumorverbund zusammengewachsen, entnommen und schlieflich als 2x2x2mm
groRes Tumorstick in eine weitere Maus implantiert [8]. In unserer Arbeitsgruppe entfiel der erste
Schritt der Implantation mit geschnittenem und in Medium gegebenen Tumorzellen; es wurde sofort
ein ganzes Teilstlick des Patiententumors in die Maus implantiert. Mittlerweile gibt es eine Vielzahl
an in vivo Modellen. Als Xenotransplantate (Xenografts) werden entweder Tumorzelllinien oder
humane Tumorimplantate eingesetzt [71]. Neben humanen Xenografts gibt es syngene
Mausmodelle, Metastasierungsmodelle, farbmarkierte Modelle zur Visualisierung der Tumorzellen
oder transgene Tumormodelle [72]. Von humanen Zelllinien abstammende Xenografts kdnnen in
immundefizienten Mausen subkutan oder orthotop, also im origindren Organsystem eingesetzt
werden [70]. Gazdar et al. beschrieben erste Versuche, Zellen eines kleinzelligen Lungenkarzinoms
orthotop zu implantieren. Seitdem hat die orthotope Transplantation starken Auftrieb erfahren, nicht
zuletzt da das Modell eine potenziell bessere Bewertbarkeit des Mikromilieus, des
Therapieansprechens sowie des Metastasierungsverhaltens verspricht. Mittels Luciferase-Gen-
Transfektion kénnen die Tumorzellen und deren Wachstum und Verteilung im Gewebe visualisiert
werden [73]. Die Einbringung in das an das Ursprungsorgan angeschlossene GefaRsystem erweitert
den Ansatz noch, mit potenziell besserer Verteilrate [74]. Dennoch wird derzeit die subkutane
Xenotransplantation bevorzugt, da die orthotope Transplantation humaner Tumore technisch dulSert

kompliziert ist [75].

In PDX-Modellen wird ein ganzes Gewebsstlick in die Modellspezies implantiert. Dabei bleibt die
Architektur und zellulare Zusammensetzung des urspriinglichen Tumors bestehen, was die Forschung
an verschiedensten Tumorarten und den Erhalt deren Heterogenitat ermoglicht. Fir einige Entitaten

wie beispielsweise einen Subtyp des Colorektalen Karzinoms existiert ein PDX-Modell, ohne dass
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Zelllinien fur diesen Tumor zur Verfligung stiinden [70]. Potentielle Nachteile der PDX-Modelle sind
neben der nicht ursprungsgetreuen, subkutanen Implantation der schrittweise Ersatz der vom
Patienten abstammenden Stromazellen durch murine Stromazellen. Auch das Fehlen eines intakten
Immunsystems, das haufige Ausbleiben der Metastasierung und die Kontamination der implantierten
humanen Zellen mit murinen xenotropen Viren stellen Schwierigkeiten dar [76], [77]. Hier stellt sich
die Frage, inwiefern eine orthotope Implantation es ermdglicht, eine vergleichbare Versorgung mit
Sauerstoff und Nahrstoffen sowie eine ursprungsgetreue Anordnung von Zellen zueinander zu
gewadhrleisten, damit die entarteten Zellen &dhnlichen Rahmenbedingungen begegnen. In der
Literatur werden solche orthotop transplantierten Tumore mit einer grofReren Metastasierungsrate

beschrieben [78].

Neben der Einteilung in vitro versus in vivo kann man Tumormodelle auch in experimentelle,
therapeutische sowie prognostische Modelle gliedern. Experimentelle Tumormodelle werden fiir die
Untersuchung der Tumorbiologie genutzt. In der vorliegenden Arbeit liegt ein Fokus auf einem
Modell, welches im Rahmen eines Patienten-individuellen Ansatzes sowohl therapeutisch sowie
prognostisch fungieren konnte. Dieser Ansatz zielt darauf ab, den Gegebenheiten im humanen,
lebenden Organismus moglichst nahe zu kommen und die Heterogenitdt widerzuspiegeln. Ein Ziel
wiére, damit die Antworten der Tumor-induzierenden Zellen, der Tumor- und Stromazellen auf
therapeutische Interventionen zu untersuchen [70] und individuelle molekulare Therapien zu

entwickeln [77].

Aktuell wird versucht, neue in vitro Modelle zu etablieren, die langfristig gegebenenfalls die
Forschung am Tiermodell ersetzen konnten. Bislang werden therapeutische Entscheidungen
getroffen, die sich an statischen Merkmalen des operierten oder biopsierten Tumorgewebes
orientieren. Dabei werden dynamische Zellfunktionen oder Reaktionen auf spezifische Reize nicht
bericksichtigt. Um pradiktive Informationen (ber die Tumorzellen bereitzustellen, sind
Gewebsschnitte des Tumors, organoide Kulturen, Immunzellkulturen sowie kurzzeitige ex vivo
Zellkulturen wichtige Techniken. An der Universitat Mainz beispielsweise wird an der Entwicklung
eines dreidimensionalen Tumormodells gearbeitet, welches das Verhalten lebender Patienten-
individueller Tumorzellen, eingebettet in eine Matrix aus Stromazellen, untersucht sowie deren
Antwort auf zielgerichtete Therapeutika analysiert. Mit diesen verfeinerten ex vivo Methoden ware
es auch moglich, mittels groRen Mutationsanalysen den Genotyp mit dem Phanotyp
(Therapieansprechen, Wachstumsverhalten) zu korrelieren [79]. Derlei innovative in vitro Verfahren
befinden sich weiterhin in der Etablierungsphase: das erklarte Ziel, eine in vivo Situation

nachzustellen, ist noch nicht erreicht. Wir betrachten damit den Ansatz des PDX-Modells als den
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Ansatz mit dem mittelfristig hochsten Potenzial zur Nachstellung und Modellierung der humanen

Tumorbiologie und deren Reaktion auf spezifische medikamentése Therapieverfahren.

4.1.1. GEP-NET

1986 etablierten Evers et al. erstmals die kontinuierliche BON-Zelllinie [80], die einem metastasierten
Pankreaskarzinoid entstammte. Bei dem bei Diagnosestellung 28-jahrigen Patienten wurde ein
metastasiertes Karzinoid des Pankreaskopfes mit befallenen peripankreatischen Lymphknoten,
Diarrhd und Verschlussikterus festgestellt. In der Zellkultur wuchsen die BON-Zellen in
herkémmlichen Kulturflaschen ohne besondere Beschichtung. Evers et al. hatten schon 1991
beschrieben, dass nach subkutaner Injektion von BON-Zellen in immundefizienten Nacktmdausen
hormonproduzierende Tumore entstehen, welche die gleichen histologischen Charakteristika wie die
des originaren Pankreaskarzinoids aufweisen [81]. Neben Serotonin, Neurotensin und Pankreastatin
synthetisieren BON-Zellen ChrA. Auf Grund der nicht ursprungsgetreuen Umgebung des subkutan
implantierten Tumors werden mittlerweile orthotope Xenotransplantationen erprobt. Die in dieser
Arbeit untersuchten Magen- und Lebermetastasen von GEP-NET kénnten in einem nachsten Schritt
orthotop in der Maus implantiert werden. Fraedrich et al. beschreiben ein orthotopes Modell fir
Lebermetastasen eines GEP-NET. Hierfir wurden entweder BON1-Zellen oder Zellen der Tumorlinie
QGP, die aus einem nicht-funktionellen, pankreatischen Inselzell-Tumor entstammt, in die Milz einer
immundefizienten NOD-SCID-Maus (Non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency-Maus)
implantiert [74]. Weiterhin wurden im Rahmen biologischer Verteilungsstudien erste Versuche
durchgefiihrt, in welchen Tumorzellen direkt in die Portalvene infiziert wurden. In beiden Fallen
konnte mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eine schnelle Ausbreitung (innerhalb von zwei
Stunden) der Tumorzellen in die Leber beobachtet werden. In der histologischen Untersuchung vier
Wochen nach Transplantation zeigten sich eine ausgepragte Hepatomegalie sowie Tumorzellen mit
vielen Nestern und nekrotischem Anteil darin. Die Immunhistochemie machte eine starke Expression
von ChrA bei den Lebermetastasen der BON1-Zellen deutlich, was das Beibehalten der in vitro
Charakteristika bezliglich der neuroendokrinen Differenzierung implizierte. Mittels Ki67 und PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) wurde eine ausgepragte Proliferation in vivo ermittelt. Die QGP-
Zellen waren negativ fir ChrA. Die Lebermetastasen dieser Zelllinie wiesen allerdings andere typische
Morphologien des NET wie kleine Zellen mit hoher Nukleus/Zytoplasma-Ratio auf. Der Proliferations-
Index war bei beiden Zelllinien Giber 20% hoch, wobei er sich bei den Metastasen etwas kleiner als
bei den BON1-Zellen zeigte. Erstaunlicherweise konnte ebenfalls murine Angiogenese im zellularen

Xenograft mittels Maus-spezifischem Antikdrper von CD31 detektiert werden [74].
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Trotz erfolgreicher Tumorgenese mittels Zellimplantation im Tier ist die Bedeutung der
Tumormodelle mit humanen Zelllinien fiir GEP-NET weiterhin kontrovers zu diskutieren. Auf Grund
der Heterogenitat der Patiententumore ist es durch einzelne Zelllinien nicht hinreichend maoglich, ein
adaquates Modell darzustellen. Bestehende Zelllinien wie die der BON-Linie sind vor mehreren
Jahrzehnten etabliert worden; mogliche genetische Veranderungen werden somit nicht
bericksichtigt. Ein detailliertes Verstandnis der molekularen Abweichungen des jeweiligen humanen
GEP-NET ist fur das Design relevanter praklinischer Tumormodelle vonnéten [36]. Die in dieser Arbeit
mittels PDX geschaffenen Maustumore zeigten im Vergleich zu den urspriinglichen
Patiententumoren ein Proliferationsverhalten, welches in einem Teil der Tumore vergleichbar war.
Bei weiterfiihrender Optimierung des Modells im Hinblick auf eine im Verhaltnis gleichbleibende
Tumordynamik in der Maus ware ein Modellsystem zur individuellen Therapietestung also durchaus

vorstellbar.
4.1.2. NNR-Karzinom

Fir das NNR-Karzinom etablierten Gazdar et al. 1980 die erste kontinuierliche Zelllinie, die
sogenannte NCI-H295-Zelllinie. Die dafiir genutzten Zellen entstammten einem invasiv wachsenden
NNR-Karzinom einer 48 Jahre alten Patientin, die sich mit Gewichtsverlust, Akne, Hirsutismus,
Odemen und Diarrhd prasentierte [7]. Die Verdopplungszeit der Zellen wird als verhiltnismaRig lange
beschrieben. Das Wachstumsbild der Zellen ist adharent; diese weisen eine nadelférmige, bisweilen
epitheloidzellartige Struktur auf und kdénnen in vitro und in vivo kultiviert werden. Die Autoren
injizierten NCI-H295-Zellen subkutan in immundefiziente Mause. Sechs bis neun Wochen nach
Injektion konnte bei Uber 80% ein Tumor in den Madusen detektiert werden. Histologische
Charakteristika waren dem urspriinglichen Tumormaterial ahnlich. Allerdings zeigten einige Zellen
eine auBergewodhnliche Morphologie, die nicht der initialen Form entspricht [7]. NCI-H295-Zellen
produzieren auch als Xenotransplantate Glukokortikoide, Mineralokortikoide sowie C19-Steroide,
weshalb sie fir die Arbeit mit steroidogenen Signalwegen eingesetzt werden koénnen [102].
AulRerdem wurde eine dem humanen NNR-Karzinom vergleichbare Dysregulation im IGF-System mit
Uberexpression von IGF2 und IGF-bindendem Protein-2 detektiert, was als Ansatz einer Therapie mit
IGF1R-Antagonisten dienlich sein konnte [83], [84]. NCI-H295-Zellen wurden auch schon genetisch
modifiziert subkutan eingesetzt, um die Rolle von B-Catenin hinsichtlich der Entstehung von NNR-

Tumoren zu erforschen [85].

Ein weiteres praklinisch herangezogenes Modell basiert auf der subkutanen Injektion von SW13-
Zellen, welche urspriinglich einem nicht sezernierenden kleinzelligen Karzinom innerhalb der

Nebenniere entstammten und in den 1970er Jahren als Zelllinie etabliert worden sind [86]. Seit
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Kurzem gibt es ein erstes padiatrisches Tumormodell, das SJ-ACC3. Das dafiir genutzte NNR-Karzinom
wurde zufallig bei einem 11-jdhrigen Jungen entdeckt. Es zeigte trotz getesteter endokriner
Funktionalitat keine deutlichen Zeichen von Virilisierung oder Hyperkortisolismus. Mittels Western
Blot und immunhistochemisch wurde es fiir Inhibin A, Keratin 8, Synaptophysin, p53 und flr Ki67 mit
ca. 60% deutlich positiv getestet, wohingegen Chromogranin, Homatropin-Methylbromid 45 (HMB-
45) und das Protein S-100 nicht spezifisch angefarbt wurden. Es wurden ganze Tumorstiicke in
CB17scid”-Mause implantiert, welche nach der Implantation pathomorphologische Charakteristika
des Originaltumors beibehielten. So konnte das SJ-ACC3 als erstes pddiatrisches Tumormodell

etabliert werden, das allerdings nicht als Zelllinie propagiert werden kann.

Ein adrenales PDX-Modell mit dem Namen MUC-1 zeigte in der Maus starkes Proliferationsverhalten
und verbesserte Anwachsraten und konnte eine Alternative zu den Zellkultur-Xenografts werden
[86]. Insgesamt mangelt es bis heute aber weiterhin an Xenograft-Modellen. Auch fiir Zelllinien gilt,
dass es nur wenige fir humane NNR-Karzinome gibt. Fir die Therapie-Entwicklung missen weitere
suffiziente Modelle etabliert werden, da Zelllinien allein nicht ausreichend fiir das Erproben neuer

Behandlungsstrategien sind [82].

Im Tiermodell werden die Tumorzellen bislang meist subkutan implantiert, da die orthotope
Tumorinduktion, unter anderem auf Grund der anatomischen Verhdltnisse, komplex ist. In
Anlehnung an die vorliegende Arbeit wéare als zukiinftiger Schritt denkbar, ein orthotopes PDX-
Modell zuerst mit Metastasen eines NNR-Karzinoms, beispielsweise in der Leber zu etablieren. Die
Implantation eines Tumorstlicks in die Maus ware in kleineren Organen wie der Nebenniere selbst
deutlich anspruchsvoller. Cardoso et al. haben 2010 eine Technik beschrieben, wie die orthotope
Implantation von bovinen wie humanen Tumorzellen mittels eines Fibringels gelingt. Dieses Modell
mit intraadrenal transplantierten Zellen eignet sich nicht nur, um das Wachstum von Tumorzellen in
Rinde und Mark zu untersuchen, sondern bietet auch Gelegenheit, Interaktionen zwischen den
beiden Kompartimenten zu erforschen [87]. Unzureichende Moglichkeiten in der Bildgebung
erschweren die Optimierung der Modelle. Um die in vivo Bildgebung zu erleichtern, waren
Tumorzellen geeignet, die kontinuierlich griin-fluoreszente Proteine oder Luciferase exprimieren und
dadurch einfacher zu detektieren waren. So wirden unter Beriicksichtigung der Metastasierung
Lymphknoten, Leber, Lunge und Knochen als physiologische Lokalisationen genau betrachtet werden
kénnen. Seit einigen Jahren wird an transgenen Mauslinien geforscht, die spontan NNR-Karzinome
entwickeln. Neben dem IGF-System, das eine grofRe Rolle im autonomen Wachstum von NNR-
Karzinomen spielt [88], kann es auch durch Verdanderungen von SF-1 zu Tumoren kommen. 2007
wurde ein Fall eines Tieres mit multiplen Kopien im SF-1-Genlocus beschrieben [89]. Die

Vervielfaltigung von SF-1 in dessen Genlocus fiihrte nicht nur zu gesteigertem Proteinlevel von SF-1
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in der Nebenniere, sondern beglinstigte auch die Entstehung makronoduldren Gewebes, was letztlich
altersabhdngig in Nebennierentumoren resultierte [88]. Sowohl unter Bericksichtigung von
kindlichen NNR-Karzinomen mit erhohter SF-1-Expression [90] als auch adulten Patienten, die mit SF-
1 assoziiert schlechte Prognosen aufwiesen [91], gibt das transgene Modell Hinweise darauf, dass die
Gen-Dosis von SF-1 das NNR-Karzinom phanotypisch beglinstigt. Auch in einem Mausmodell mit
Telomer-Dysfunktion zeigte sich bei 5% der Tiere mit p53-Haploinsuffizienz die spontane Entwicklung
eines NNR-Karzinoms, das zwar keine Metastasen bildete, aber lokal invasiv wuchs und sich in der

Histologie als maligne prasentierte [92].

In der vorliegenden Arbeit zeigt sich eine groRe Heterogenitdt der implantierten NNR-Karzinome,
auch unter denjenigen Transplantaten, welche aus einem identischen Ursprungstumor stammen.
Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass gegebenenfalls Gewebsstlicke unterschiedlicher
Tumorregionen unterschiedliches Wachstumsverhalten an den Tag legen. Es bedarf weiterer
Untersuchungen bzw. groRerer Fallzahlen, um die Heterogenitit besser verstehen und
bericksichtigen zu konnen. Komponenten wie Ursprungsort des Tumors, genetischer Hintergrund
(siehe Kapitel 4.3.2.), hormonelle Aktivitdt, Implantationsort und auch Immunkompetenz des
Modelltieres sind potenzielle Parameter, die bericksichtigt und/oder verdndert werden kénnen. Die
genannten Variablen missen auch im jeweiligen praklinischen Studiendesign fir potenzielle
Therapiestudien der NNR-Karzinome individuell betrachtet und miteinbezogen werden. Im Rahmen
einer Studie mit RNA-knock-down-Mausen wurde bereits versucht [85], die verschiedenen
genetischen Hintergriinde der NNR-Karzinome widerzuspiegeln. Studien dieser Art sind zukinftig

dringend erforderlich, um pradiktive Aussagen bezliglich der individuellen Karzinome zu machen [86].
4.1.3. Phaochromozytom

Versuche, Zelllinien humaner Phdochromozytome und Paragangliome zu etablieren, waren bislang
wenig erfolgreich, da die Zellen in vitro zwar Uberlebten, aber keine Zellproliferation stattfand. Trotz
vielversprechender Ansatze gelang es liber 35 Jahre nicht, Zelllinien humaner Phdochromozytome fiir
Zellkultur oder Xenograft-Modelle zu etablieren [4]. Zelllinien sind fir Untersuchungen der
Tumorgenetik, das Erproben verbesserter bildgebender Verfahren und die Entwicklung neuer
Radiotracer dringend erforderlich [93]. Darliber hinaus mangelt es an reliablen Tiermodellen fir
praklinische Testungen neuer antitumoraler Therapeutika [116], [95]. Aktuell basieren die meisten
Zelllinien, bis auf wenige Ausnahmen, auf einem tierischen Hintergrund [96]. Die Mehrzahl der Maus-
und Rattenmodelle bringen benigne Phdochromozytome hervor [93], einige wenige Zelllinien
malignen Ursprungs sind aber auch in der Literatur beschrieben. Neben der haufig eingesetzten Linie

PC12 aus Ratten sind MPC sowie MTT bekannte murine Zelllinien. MTT ging aus Lebermetastasen der
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langsamer wachsenden Linie MPC hervor und ist aggressiver. Die MPC-Linie entstammt einem
Phaochromozytom, das bei Neurofibromatose Typ 1-knockout-Mausen auftrat [96], [97] und wurde
urspringlich fir ein subkutanes Mausmodell entwickelt [98]. Ein Vorteil der MPC Zellen ist, dass sie
humanen chromaffinen Zellen adhneln und die Fahigkeit zur enzymatischen Umwandlung von
Noradrenalin in Adrenalin besitzen [96]. MPC und MTT entwickeln im Tiermodell Metastasen.
Dadurch kénnen physiologische Veranderungen und Interaktionen erforscht werden, was vor allem
interessant ist, seitdem Implantationen in allen Organen gelingen. MPC-Zellen, die in die
Schwanzvene von weiblichen Nacktmdusen injiziert wurden, flhrten in Gber 90% zu multiplen
Herden in der Leber. Biochemische Eigenschaften wie die Expression der Rezeptor Tyrosin-Kinase
(Ret) treten bei MPC-Tumoren auf, nicht aber bei der Zelllinie PC12 und sind charakteristisch fur
zufallig und familiar gehauft auftretende humane Phdochromozytome [99], [100], [101]. Die
Entwicklung von Phdaochromozytomen wurde auch in einem transgenen Mausmodell, dem
sogenannten RETVMEN?8 peschrieben, das den pathogenen Effekt einer spezifischen MEN2B-Mutation
untersuchen sollte. Die daflir genutzten Mause bildeten neben den Nebennierentumoren gutartige
Neuroglia-Tumore im gesamten sympathischen Nervensystem, was dem histologischen Bild des

humanen Ganglioneuroms zu entsprechen scheint [102].

Obwohl es bislang nie direkt mit der Entwicklung menschlicher Phaochromozytome in Verbindung
gebracht wurde, ist das mutierte PTEN-Gen eine der am haufigsten zu Tumoren fiihrenden
genetischen Veranderungen [103]. Einige beschriebene PTEN knock-out-Mausmodelle prasentierten
Phdaochromozytome in gesteigerter Frequenz. Je nach Mutation entstehen bei den knock-out
Mdusen oder Ratten mit hoher Variabilitat spontan Phdaochromozytome.
Auftrittswahrscheinlichkeiten sind zwischen 8 und lber 90% beschrieben. Vielversprechend waren
Zelllinien aus spontan metastasierenden PTEN knock-out-Mé&usen, deren Etablierung bislang
allerdings nicht erfolgreich war [93]. Insgesamt werden nur wenige metastasierende Zelllinien

beschrieben, die subkutan implantiert wurden [95].

Wichtiger Bestandteil dieser Arbeit war es, ein den GEP-NET und NNR-Karzinomen vergleichbares
Tumormodell mit Implantation ganzer Tumorstiicke auch fiir Phdochromozytome zu etablieren: Da
es bislang keine humanen Zelllinien gibt, wurde der Schritt der Zellinjektion Gberschritten und
sogleich ganze Tumorzellverbdande subkutan implantiert. Die Tumore blieben in der Maus prinzipiell
vital. Die Zellproliferation verhielt sich allerdings unterschiedlich. Meist sank diese im Lauf der
Nidation ab. In zwei beobachteten Fallen, auf die in dieser Arbeit jedoch nicht explizit eingegangen
wird, stieg sie jedoch an. Diese beiden Fille sprechen dafiir, dass Zellproliferation prinzipiell in vivo
stattfinden kann, was bislang in vitro nicht gelungen ist (wie zu Beginn beschrieben). Ein PDX-Modell

flir Phaochromozytome konnte langfristig also ein probates Modell fiir die Untersuchung der
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Zellproliferation darstellen. Ebenso die Expression von ChrA wurde nach dem Verbleib in der Maus
meist deutlich geringer gemessen; im Falle einer Metastase stieg ChrA aber deutlich an. Um das
jeweilige Verhalten der untersuchten Parameter besser einschatzen zu kénnen, bedarf es weiterer,

groRerer Fallzahlen.

Auch sind Metastasierungsmodelle und bildgebende Verfahren fiir weitergehende Untersuchungen
erforderlich, welche es ermoglichen, das Verhalten des Tumors in vivo zu beobachten. Ein
interessantes Mittel zur Untersuchung des (Metastasierungs-) Verhaltens der murinen Zelllinien sind
neue Techniken der Visualisierung. Giubellino et al. untersuchten ein Mausmodell, in welchem sie
Luciferase-getaggte Tumorzellen in die Schwanzvene der Maus injizierten und eine Bioluminiszenz-
Analyse durchfihrten. Das starkste und reproduzierbare Signal kam aus der Leber;
histopathologische Untersuchungen konnten das Vorhandensein von Mikro- und Makrometastasen
bestatigen. In einem zweiten Versuch mit subkutan implantierten Zellen konnten Mikrometastasen
auch in der Lunge detektiert werden [95]. Die Lungen, welche am bestandigsten von subkutan
implantierten MTT-luc-Zellen befallen waren, weisen auch bei humanen Phdaochromozytomen haufig
Metastasen auf [95], [104]. Subkutane Tumore sind zwar einfach zu monitoren, geben aber das
Mikromilieu des Tumors im tierischen oder humanen Koérper nicht ursprungsgetreu wider. Um die
Tumorbiologie, die Reaktion auf verschiedene Behandlungen und die Toxizitdat nach unterschiedlicher

Medikamentengabe zu untersuchen, sind Metastasierungsmodelle zu bevorzugen [93].

Konventionelle wie funktionelle Bildgebung zur Quantifizierung der totalen Tumorlast von
Metastasen stellt, vor allem in kleinen Tieren, eine weiterhin zeitintensive Herausforderung dar [96].
Mikro-Computertomografen (Mikro-CT) fiir Kleintiere kdnnen Tumore im Tier gut lokalisieren und
das Tumorwachstum mit exzellenter rdaumlicher Auflésung Uberwachen [93]. Die
Kernspintomographie bendtigt beispielsweise in der T2-Wichtung kein Kontrastmittel zur genauen
Darstellung von Weichteiltumoren und kann eine Ganzkérperaufnahme in weniger als flinf Minuten
generieren, was im Umgang mit den Versuchstieren einen Vorteil gegeniiber den Mikro-CT bietet.
Die Tumorphysiologie kann aber nach wie vor durch keines der zur Verfliigung stehenden Verfahren
umfassend dargestellt werden [105]. Unter den verschiedenen bildgebenden Techniken scheint fir
den Gebrauch der in vivo Modelle die Biolumineszenz zur Detektion kleinster Residuen jedoch

besonders geeignet [95].

Zur Unterscheidung benignes versus malignes Phdochromozytom wurde 2002 von Thompson der
sogenannte PASS-Score (Pheochromocytoma of the Adrenal gland Scaled Score) entwickelt, der 12
Parameter beinhaltet. Dieser generiert sich aus morphologischen Merkmalen, unter anderem aus im
Tumor gebildeten Nestern und untypischen Mitosefiguren, Invasion in das benachbarte Gewebe, das

Gefallsystem oder die Kapsel (weitere Kriterien sind in der folgenden Tabelle aufgelistet). Bei einem
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Wert 2 4 kann von einem biologisch aggressiven Verhalten, bei Werten < 4 von Benignitat
ausgegangen werden. Nicht alle in diesem Score enthaltenen Kriterien wurden bislang in unserem
Modell untersucht. Auf Grund der kiinstlich hergestellten Situation mit Verbleib in einem nicht
original-getreuen Mikromilieu konnten andere Ergebnisse festgestellt und dadurch falsche
Rickschliisse gezogen werden. Bereits in der Basischarakterisierung von Patiententumoren hat sich
der PASS-Score als wenig geeigneter Parameter zur Dignitatsbeurteilung erwiesen [93]. Es ist
demnach wahrscheinlich, dass der PASS-Score in einem PDX-Modell durch weitere schwer
vorhersagbare Bedingungen noch weniger reliabel ist. Im Vergleich zu diesem in seiner Aussagekraft
schwachen Kriterienkatalog konnte das von uns eingesetzte PDX-Modell mit dezidierten,
funktionellen Charakterisierungen langfristig von Nutzen sein, um die Dignitat und die sich daraus

erschlielende Prognose von Patiententumoren einzuordnen.

PASS: Pheochromocytoma of the adrenal gland scaled score Punkte

GroRe Nester mit diffuser GroRe (> 10%) 2

Zentrale oder konfluierende Tumornekrose

Hohe Zellularitat

Zellulare Monotonie

Zellspindeln

Mitosefiguren (> 3/HPF)

Atypische Mitosefiguren

Ausbreitung in umliegendes Fettgewebe

Gefallinvasion (und GefaRdichte)

Kapselinvasion

R R R NN NNNNN

Ausgepragter Pleomorphismus der Zellkerne

B

Zellkern-Hyperchromasie

Tabelle 20: PASS: Pheochromocytoma of the adrenal gland scaled score; zur
Differenzierung benigne versus maligne; adaptiert nach [66], [63]

4.2, Immunhistochemische Charakterisierung

Intratumorale Heterogenitdt bezeichnet die Koexistenz unterschiedlicher Merkmale zwischen
einzelnen Tumorzellen, was am besten mittels histochemischer und immunhistochemischer

Techniken gezeigt werden kann. Immunhistochemische Farbungen dienen neben der Differenzierung
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einzelner Tumortypen [106] unter anderem auch dazu, Expression von bestimmten Markerproteinen
in ihrer Lokalisation in der Zelle (z.B. membranstandig vs. zytoplasmatisch) darzustellen. Es kénnen
somit nutzliche Biomarker sichtbar gemacht und dadurch auf spezifische Charakteristika der
einzelnen Tumorentitaten geschlossen werden, insbesondere auf die Agressivitdt des Tumors und
das Metastasierungsverhalten. Ein Vorteil klinisch nitzlicher Biomarker (humorale und genetische
Marker sowie immunhistochemische Farbungen) ist, dass deren Untersuchung bzw. Bestimmung
verhadltnismaBig einfach in zertifizierten Laboren durchgefiihrt werden kann [107]. Trotz der
zunehmenden Relevanz molekularer Analysen basieren die meisten ,individuellen” Therapieansatze
derzeit auf immunhistologischen Phanotypisierungen [106]. Um einen potenziellen Bias moglichst zu
minimieren, werden Farbungen haufig im Vergleich zur Kontrolle hinsichtlich der Farbeintensitat in
niedrig, mittelgradig und stark beurteilt [106]. Ein wichtiges Ziel ist, dass Mdglichkeiten erarbeitet
werden, verschiedene IHC-Protokolle zwischen den untersuchenden Laboren noch besser zu
standardisieren und dass klinisch-pathologische Validierungen durch randomisierte Multicenter-

Studien erfolgen [32].

4.2.1. Proliferationsmarker

Proliferationsmarker stellen wichtige Diagnose-, Differenzierungs- und Prognosemerkmale dar. Es
wird postuliert, dass insbesondere Ki67 als ,Hauptvertreter” baldmoglichst und flaichendeckend in
die Standard-Diagnostik von Tumorerkrankungen aufgenommen werden sollte [32], [59]. Ki67 ist
paraffingdangig und eignet sich fir die Detektion sowohl in humanem als auch in murinem Gewebe.
Die Durchfiihrung der Ki67-IHC war im Rahmen dieser Arbeit also naheliegend. Unter anderen
Markern wie beispielsweise EGFR, MCM-2 oder PCNA [108] wird Ki67 bereits jetzt am haufigsten in
der klinischen Praxis eingesetzt, auch in unserem Labor, um den jeweiligen Proliferationsindex zu
ermitteln. Dabei ist die eigentliche Funktion des Proteins Ki67 noch ungeklart. Da es im Zellzyklus nur
wahrend der aktiven Phasen exprimiert wird und nicht in ruhenden Zellen zu finden ist [109], kann es
nicht nur als Proliferations-, sondern auch als Vitalitdtsmarker verstanden werden. Am besten belegt
ist die Validitdt von Ki67 fur das Prostata- und das Mammakarzinom; damit zeigt sich, dass der
Marker nicht Entitaten-spezifisch, sondern allgemein bei Tumorerkrankungen aussagekraftig ist. Da
sich der Ki67-Index auf einen physiologischen Parameter bezieht, kann dessen Auswertung den
besten Einblick in das Wachstumsverhalten, die Suszeptibilitdt gegenliber bestimmten Therapeutika
und das Outcome einer Tumorerkrankung geben und ist somit valider als die Beurteilung des
Wachstums auf Grund einer theoretischen Einschatzung [32]. Allerdings bezieht sich auch der Ki67-
Index derzeit nur auf die Anzahl proliferierender Zellen, ohne die Zeitspanne zu beriicksichtigen, die
ein intermitotischer Zyklus dauert. Bislang kdnnen demnach keine Angaben zur Proliferationsrate

gemacht werden. Ein zusatzlicher Marker ware wiinschenswert, was hoffentlich im Rahmen von



75

Multiparameter-Analysen gelingen wird, um die Proliferation und das Tumorwachstum noch besser
analysieren zu konnen. Darliber kdnnte nicht nur die Prognose prazisiert, sondern schon eine
,Vorauswahl“ einer individualisierten Therapie getroffen werden. Immerhin gelingt es durch das
Ki67-staining, Zellen in allen Phasen des Zellzyklus zu beriicksichtigen, was dem bloRen Auszahlen

mitotischer Figuren klar Gberlegen ist und die Sensitivitat dieses Verfahrens erhéht [32].

Im klinischen Kontext wird der Ki67-Index wie folgt eingesetzt: Ab einem Index von mindestens 10%
sind die Angaben fiir das Gesamtiiberleben und das krankheitsfreie Uberleben im Falle des NNR-
Karzinoms signifikant schlechter [110]. Sofern alle Kriterien des Stagings und der Tumorgrad bekannt
sind, gilt der Ki67-Index als unabhangiger und signifikanter Prognosefaktor [32]. In der vorliegenden
Arbeit lagen die Daten zur Graduierung der einzelnen Tumore nicht in jedem Fall vor. Standardisierte
Angaben beziiglich der pathologischen Befunde waren langfristig wiinschenswert, insbesondere, um
die Ergebnisse beispielsweise des Ki67-Index als verladsslichen Pradiktor einsetzen zu kénnen. Obwohl
die Etablierung spezieller, beispielsweise prognostischer Scores wichtig erscheint, gibt es fir den
Einsatz von Ki67 allein bislang keinen bedeutenden klinischen Nachteil im Vergleich zu einer
Kombination aus TumorgroRe, vendsem Tumorthrombus (VTT) und Ki67 [59]. Auch beziglich der
Rezidivbildung nach Radiation kann der Ki67-Index als pradiktiver Marker von Adenokarzinomen
herangezogen werden [32]. Ki67 und der mitotische Index haben vergleichbare Endpunkte in der
Tumor-Pathophysiologie, was die Relevanz der Mitoseanzahl als Zusatzmittel in der Diagnostik
verdeutlicht [59]. Neben dieser prognostischen Fahigkeit kann Ki67 auch dazu genutzt werden,
benigne von malignen Tumoren zu unterscheiden; beispielsweise wird Ki67 gemeinsam mit IGF2
eingesetzt, um das NNR-Karzinom vom adrenokortikalen Adenom abzugrenzen [110]. Hohe Ki67-
Indices in adrenalem Gewebe sind vor allem in nicht-funktionellen NNR-Karzinomen zu finden. Diese
Tatsache legt nahe, dass hormonell inaktive NNR-Karzinome schneller wachsen und aggressiver sind

als ihre Hormon-produzierenden Counterparts [103].

4.2.2. Marker fiir neuroendokrine Tumore

Fir die heterogene Gruppe neuroendokriner Tumore gibt es eine Vielzahl potenzieller
Untersuchungsmerkmale. ChrA wird in der Immunhistochemie genutzt, um die Aktivitat
neuroendokriner Zellen darzustellen. Dieses hydrophile, saure Protein kommt natirlicherweise in
den chromaffinen Granula neuroendokriner Zellen vor. ChrA ist somit ein universeller Marker
neuroendokrinen Gewebes, dessen Expression vom Zelltyp und der vorherrschenden Anzahl an
Sekretgranula in der jeweiligen Zelle abhdngt [112]. Bei bestimmten Tumoren wie verschiedenen
GEP-NET, Merkelzell-Karzinomen der Haut, Phaochromozytomen oder Neuroblastomen kdnnen

gesteigerte Serumwerte fur ChrA gemessen werden [113]. Somit kann ChrA fir diese Tumor-
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Entitdten als fluider Tumormarker herangezogen werden. Als paraffingdangig und sowohl in humanem
wie murinem Gewebe in der IHC sichtbar eignete sich ChrA fir die vorliegende Arbeit. In einer Arbeit
zum lokal fortgeschrittenen oder metastasierten endokrinen Pankreaskarzinom wurde die
Assoziation zwischen ChrA-Reduktion im Serum und positivem Reaktionsverhalten des Tumors auf
Chemotherapeutika betont, was die zusatzliche Eignung dieses Markers als Verlaufsparameter
darstellt [114]. ChrA kann im Falle von metastasierten, aber noch gut differenzierten GEP-NET sowohl
Uber die Tumorlast als auch Uber die funktionelle Aktivitdt Aufschluss geben. Eine positive

Korrelation mit dem Gesamtiiberleben wurde im Rahmen univariater Analysen beschrieben [115].

Neben ChrA sollten weitere Sekretionsprodukte funktioneller GEP-NET und Tumormarker wie
Synaptophysin, NSE und CEA untersucht werden. Beim diagnostischen Einsatz des Enzyms NSE als
bekanntestem zytosolischem Marker muss bedacht werden, dass dieses auch in nicht
neuroendokrinem Gewebe wie der gestreiften Muskulatur positiv sein kann [112]. Das gilt ebenso fir
ein neurales Zelladhasionsmolekiil, kurz NCAM (neural cell adhesion molecule) oder CD56 genannt,
was neben neuroendokrinem Gewebe ebenfalls in gestreifter Muskulatur, aber auch in Gliazellen

und natirlichen Killerzellen auftritt.

Zusatzlich konnen Somatostatin-Rezeptor-Subtypen als Prognosefaktor und zur Differenzierung
zwischen gastrointestinalen und pankreatischen Tumoren herangezogen werden. Die
Charakterisierung des Somatostation-Rezeptor Status ist auch aus therapeutischen Aspekten
interessant, da so das potenzielle Ansprechen auf Somatostatin-Analoga voruntersucht werden
kénnte [116]. Ein weiteres Beispiel zur Differenzierung der GEP-NET mittels IHC stellt die p16-
Farbung dar, die ausschlielich bei pankreatischen neuroendokrinen Karzinomen (pNEC) positiv
ausfallt [36]. Dartiber hinaus wurden Tumorsuppressorgene und potentielle Onkogene beschrieben,
beispielsweise vermehrt exprimierte Src-ahnliche Kinasen oder Cyclin D1 (CCND1), die bei der
Entstehung des pNET eine Rolle spielen und mittels IHC dargestellt werden kdnnen [117]. In
gastrointestinalen Karzinoiden kann auch CDH1, das E-Cadherin kodiert, in der immunhistologischen

Farbung dargestellt werden, welches bei dieser Tumorart oft reduziert erscheint [36].

Bei der Betrachtung von Phdochromozytomen stellt sich die Situation etwas diffiziler dar. Fir diese
Entitat gibt es im Vergleich zu anderen Tumortypen nur wenige geeignete Farbemethoden, darunter
SDHA und SDHB, insbesondere bei Paragangliomen. Die Unterscheidung in benigne versus maligne
kann also kaum durch histologische Untersuchungsprofile unterstiitzt werden. Insofern sollten
zumindest der biochemische Phanotyp analysiert und eine Immunhistochemie von SDHB und SDHA
durchgefiihrt werden. Dadurch wiirde das genetische Screening vereinfacht, indem im Vorfeld Gene

fir die Mutationsanalyse bestimmt waren. So konnten durch die IHC von SDHA, MAX oder S-(2-
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Succinyl) Cystein Rickschlisse auf genetische Verdanderungen von SDHA, MAX oder FH gezogen

werden [118].

Bei den haufiger untersuchten neuroendokrinen Markern ChrA, Synaptophysin und NSE sei darauf
hingewiesen, dass ChrA der einzige dieser drei Parameter ist, der beim Phdochromozytom, nicht aber
beim NNR-Karzinom positives Reaktionsverhalten in der IHC zeigt. ChrA eignet sich somit besonders,
zwischen Phdaochromozytomen und NNR-Karzinomen zu unterscheiden, wahrend Synaptophysin und

NSE nicht das gleiche Ausmal’ an Spezifitat zeigen [56].

4.2.3. Marker fiir NNR-Karzinome

Fir die adrenale Tumor-Differenzierung kann SF-1 immunhistochemisch eingesetzt werden. SF-1
weist eine hohe Spezifitat und Sensitivitdat auf und eignet sich klinisch als Stadien-unabhangiger
Prognose-Parameter [91]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde SF-1 ausgewahlt, da dieser
Marker paraffingangig und sowohl fiir humane als auch murine Tumormodelle geeignet ist. SF-1 ist
ein nukledrer Rezeptor und als Transkriptionsfaktor neben der Kontrolle (iber die Steroidogenese bei

der sexuellen Entwicklung und Reproduktion von Schliisselgenen beteiligt [119].

NNR-Karzinome weisen in der IHC auch im p53-staining oft Verdanderungen auf [120]. Die meisten
NNR-Karzinome zeigen hier ein positives Reaktionsverhalten. Differentialdiagnostisch ist die
Untersuchung dieses Parameters niitzlich, da Adenome, unabhéangig vom funktionellen Status, keine
positive Anfarbung zeigen. Bei Karzinomen hingegen werden erhdhte Expressionslevel von p53 vor
allem in nicht-funktionellen und Androgen-produzierenden Tumoren beobachtet [111]. Ein anderer
interessanter Marker in Diagnostik und Management des NNR-Karzinoms ist die Expression des FSH-
Rezeptors. In der Literatur wird einerseits eine starke Anfarbung der Epithelien intratumoraler
BlutgefdaRe beschrieben. Andererseits wurde eine deutliche Reaktion auch in Zellmembranen von
gesundem Gewebe detektiert, was ein Hinweis darauf sein kénnte, dass keine Korrelation zwischen
der Expression des FSH-Rezeptors und dem Stadium der Tumorerkrankung existiert. Die Rolle der
FSH-Rezeptor-Expression, beispielsweise die Stimulation der Angiogenese bedarf weiterer Studien
[121]. Die Angiogenese an sich stellt ein zusatzliches Feld dar, das es zu untersuchen lohnt. Das
Thrombozyten-Endothelzellen-Adhdsionsmolekil CD31, auch PECAM-1 genannt, ist unter anderem
an der Angiogenese beteiligt. Die Etablierung eines funktionierenden Farbeprotokolls fiir diesen
zentralen Marker wird die individuelle Charakterisierung von NNR-Karzinomen und deren Modellen
deutlich verbessern. Im Blut von Patienten mit NNR-Karzinom wurden auch erhdhte Spiegel von

VEGF gefunden, was einen vielversprechenden Therapieansatz darstellt [121].
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Zur Diagnosesicherung bzw. zum Ausschluss einer spezifischen Tumorerkrankung gibt es neben ChrA
verschiedene Marker, die herangezogen werden kénnen. Dazu zdhlen im Falle des NNR-Karzinoms
D11, Inhibin-a sowie Melan A, ein Produkt des MART-1-Gens. Neuere Marker wie Gberexprimiertes
IGF-II, Cyclin E oder LOH im Bereich von 17p13 dienen der Diskriminierung zwischen benignen und
malignen Tumoren [5]. Durch Immunhistochemie konnte in Zellen der Nebenniere auch eine
Anhaufung von R-Catenin dargestellt werden [120], was durch Genanalysen fir das NNR-Karzinom,

nicht aber in NNR-Adenomen bestatigt werden konnte [122].

Zukiinftig von groRem Nutzen kann die Kombination gewonnener Daten aus IHC und Gewebe-
Microarrays (TMA) sein. Daraus lassen sich gegebenenfalls Angaben zum Outcome hinsichtlich des
Uberlebens nach erfolgter chirurgischer Intervention des NNR-Karzinoms generieren. Bereits im
Vorfeld identifizierte dysregulierte Gene des NNR-Karzinoms wurden mittels TMA und IHC validiert,

um neue Expressionssignaturen zu identifizieren.

Neue Biomarker, die die Prognose mitbestimmen konnten, sind unter anderem TOP2A, was den
Zellzyklus kontrolliert und das an der Transkription beteiligte EZH2, die beide eine schlechte
Prognose implizieren. Dazu scheint eine erhohte Expression von BARD1, was geschadigte DNA
repariert, mit einem besseren Gesamtiiberleben vergesellschaftet zu sein. Es bleibt zu hoffen, dass
diese Biomarker bei der Etablierung zusatzlicher Behandlungsregime helfen oder potenzielle Ansdtze
gerichteter Therapien generieren konnen. Gerade auch die Kombination mit molekulargenetischen

Studien bzw. weiteren ,,omics“-Ansatzen kann hierfir hilfreich sein (siehe Kapitel 4.3.).

4.3. Weitere Ansatze individueller Tumorcharakterisierung

Auf Grund der haufig frustranen Prognosen aller hier besprochenen Entitaten ist eine weitergehende
Charakterisierung fiir diese insgesamt verhaltnismaRig seltenen Tumore dringend erforderlich. Schon
aus der geringen Inzidenz fiir jede der drei Gruppen geht hervor, dass verwertbare Gewebeproben
nur in geringer Anzahl zur Verfligung stehen. Insofern werden der Austausch und das libergreifende
Arbeiten zwischen den einzelnen spezialisierten Zentren in Zukunft immer wichtiger sein. Da bis
heute viele Modelle mit Zelllinien arbeiten, die nur partiell spezifische Charakteristika
bericksichtigen, ist die vorliegende Arbeit ein erster Schritt, auf individuelle Tumoreigenschaften
einzugehen und damit spezifisch beurteilen zu kénnen. Die Heterogenitat der drei Tumorentitdten
bleibt weiterhin eine der groRten Herausforderungen. Zwischenzeitlich gibt es mehrere neue und
vielversprechende Ansatze insbesondere aus dem Feld der Molekularbiologie, die Heterogenitat
durch spezielle Marker zu erkennen und die Tumorentitdten zu speziellen Untergruppen zu
kategorisieren. Dazu gehéren Genanalysen und Genexpressionsstudien, bei denen teils das gesamte

Transkriptom einer Tumorzelle bericksichtigt wird. Im Rahmen dieses Kapitels soll auf einen
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Ausschnitt dieser Techniken eingegangen und diskutiert werden, inwiefern sie Erkenntnisse aus den
Tumormodellen erganzen koénnen beziehungsweise welche Limitationen die Techniken mit sich

bringen.

Zentral in der Analyse von genetischem Material steht die gezielte Untersuchung somatischer
Mutationen sowie die Sequenzierung von gréReren Abschnitten bis hin zum kompletten Genom, um
beispielsweise Aufschluss tiber SNPs (Single Nucleotide Polymorphismen), Copy Number-Variationen
und INDELs zu erhalten. Insgesamt werden teils schon etablierte Techniken wie PCR eingesetzt,
gleichzeitig ermoglichen moderne Verfahren wie das ,Next Generation Sequencing” die Analyse von
Exomen oder auch dem gesamten Genom. Dabei laufen viele Sequenzierreaktionen gleichzeitig ab,
wodurch diese Technik in hohem Durchsatz durchfiihrbar ist. Mittlerweile wurden auf diese Weise
mehrere Tausend Genome verschiedener Untertypen humaner Tumore untersucht. Durch diese

Studien konnten Tumortyp-spezifische, , genetische Landschaften” beschrieben werden [123], [36].

Auch Genexpressionsstudien an Tumoren wurden grundlegend weiterentwickelt und durch die
Moglichkeit erganzt, das gesamte Transkriptom zu analysieren. Die lange etablierten Techniken wie
Northern-Blot, quantitative Reverse-Transkriptase-PCR (qRT-PCR) oder In-situ-Hybridisierung wurden
um DNA-Microarrays (Biochips) erweitert, wobei viele Transkripte parallel bestimmt werden kénnen.
Mittels dieser Microarrays konnen nur bekannte Genprodukte analysiert werden; dafir ist diese
Technik sehr zeiteffizient. Neueste Entwicklungen brachten die , Gesamt-Transkriptom-Shotgun-
Sequenzierung”, (kurz RNA-Seq) hervor, die ebenfalls noch kompliziert in der bioinformatischen

Auswertung ist.

Auch im Feld der Protein-Analyse gibt es verschiedenste traditionelle sowie modernste Techniken,
welche es dem Untersucher erméglichen, sich einen Uberblick tiber das Proteom der Tumorzelle zu
verschaffen. Western-Blot, ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) und Radioimmunassays
stellen bewahrte Techniken dar. Auch fiir die automatisierte Proteinanalyse gibt es Biochips, in
diesem Fall Protein-Microarrays. Weitere Analyseverfahren umfassen die Massenspektrometrie,
welche eine Vielzahl an Proteinen zuverldssig und eindeutig anhand deren einzigartigen Peptide
identifizieren und durch unterschiedliche Verfahren (wie SILAC, ICAT, TMT und iTRAQ) auch
quantifizieren kann. Mit dieser Technik werden sowohl gezielte Proteinanalysen als auch ,Shotgun-
Approach”, d.h. die breite Suche nach proteinischen Biomarkern und , Fingerprints“ moglich. In der
momentanen ,,Post-Genom-Ara“ kann die Proteomik aus Genexpressionsanalysen gewonnene Daten

erganzen und weitere Informationen Gber Stoffwechselwege und molekulare Regelkreise liefern.

Insgesamt konnten in anderen Feldern durch den Erkenntnisgewinn aus Genanalysen und

Transkriptomstudien die Tumorbiologie besser verstanden und Tumor-Klassifikationsschemata sowie
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das Patientenmanagement optimiert werden. Das sich rapide weiterentwickelnde Feld der ,omics“-
Analysen wird sicherlich auch in der Zukunft dazu dienen, neue Erkenntnisse, speziell beziglich der
Heterogenitat verschiedener Tumorentitaten zu liefern. In den folgenden Unterkapiteln soll ein
kurzer Blick auf den Stand der genetischen und Expressionsanalysen geworfen und beleuchtet
werden, inwiefern sich funktionelle, klinische Endpunkte in den daraus resultierenden Tumor-
Untergruppen unterscheiden. Das in dieser Arbeit etablierte PDX-Modell ware eine Moglichkeit,

zuklinftig solche definierten Untergruppen auf deren Therapieansprechen zu testen.

4.3.1. GEP-NET

Das Wissen Uber die zelluldre und molekulare Biologie der GEP-NET war lange vor allem auf Grund
der geringen Inzidenz weniger fundiert als das anderer Tumorarten. Durch moderne Techniken wie
die ,,Next Generation” DNA-Sequenzierung bessert sich das Verstandnis nachhaltig [36]. So wurden in
den letzten Jahren erstmals Details Uber das genetische Profil gut differenzierter pNET, wenig
differenzierter pNEC und NET des Diinndarms veroffentlicht [124]. Diese Ergebnisse wurden um
Aspekte der Epigenetik inklusive verdnderter, Tumor-typischer DNA-Methylierung, modifizierter
Histonproteine und Expression nicht kodierender RNA, beispielsweise microRNA (miRNA) erweitert.
Diese Studien beschreiben, dass spezifische genetische und epigenetische Verdanderungen mit
klinisch relevanten histopathologischen Tumorcharakteristika (z.B. TumorgroRe, Stadium,
anatomische Lage und klinisches Outcome) assoziiert sind. Ziel dieser Anstrengungen ist es,
systemische Therapeutika gezielter einzusetzen oder auch neue therapeutische Ansatzpunkte zu
finden. Trotz guter Evidenz fiir einige Schlisselgene, die sich in veranderten Chromosomenregionen
der GEP-NET befinden, bleibt es bislang eine Herausforderung, weitere noch unentdeckte

verantwortliche Zielstrukturen zu identifizieren [36].

Ein gutes Beispiel fir das Zusammenspiel verschiedener molekulargenetischer Studien zur
Etablierung eines moglichen prognostischen Biomarkers ist die Identifizierung des ALT- (alternative
lengthening of telomeres) Phanotyps: die wachstumsbedingte Abnahme der telomeren DNA stellt ein
wichtiges Element fir Kontrollstellen dar, welche die Proliferation groRer werdender Zellklone
irreversibel blockieren, indem ein Stadium zelluldrer Seneszenz initiiert wird. Die Mehrzahl humaner
Tumorarten Ubergeht diesen Proliferationsblock durch Telomer-spezifische DNA-Polymerase, die
sogenannte Telomerase. Ein geringer Teil aller Tumore nutzt einen alternativen, Telomerase-
unabhangigen Mechanismus, die sogenannte ALT. Diese wird haufig in nicht-epithelialen Tumoren
wie pNET, Sarkomen oder ZNS-Tumoren entdeckt. Ebenso korrelieren Mutationen in den
sogenannten ATRX- oder DAXX-Genen gut mit einem ungewdhnlichen Telomer-Phanotyp und ALT-

Positivitat [125], [36]. Allerdings wurden ATRX- sowie DAXX-Mutationen bislang nur in pNET
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beschrieben, welche ein héheres Grading und einen Durchmesser grofRer als 3cm zeigten, was auf ein
spates Auftreten in der Tumorgenese hinweisen konnte. Interessanterweise haben Patienten mit
ALT-Phadnotyp oft ein besseres Outcome als Patienten, deren Tumore Telomerase-positiv sind. Das
bessere Therapieansprechen der ALT-positiven Tumore stellt somit einen klinisch wertvollen
Biomarker dar. Ansatze dieser Art werden in der Zukunft eine zunehmende Rolle einnehmen, da sie
potenziell eine eigene Entitdt definieren, welche im in dieser Arbeit beschriebenen Tumormodell
weiter charakterisiert und therapeutisch getestet werden kdnnte. Auch die gezielte Nutzung dieses
mechanistischen Wissens fiir selektive zytostatische Therapie ist eine zukiinftige Moglichkeit, welche
weiter experimentell mittels Drugscreens an ATRX/DAXX-defizienten Zelllinien verfolgt werden

kénnte.

In Genom-weiten Studien konnten verschiedene Assoziationen zwischen genetischen Verdnderungen
und dem klinischen Erscheinungsbild festgestellt werden. SNP-Analysen ergaben, dass die Anzahl
genetischer Imbalancen mit der TumorgréRRe von pNET einhergehen. Eine positive Korrelation wurde
mittels vergleichender Genom-Hybridisierung auch zwischen Anzahl chromosomaler Verdanderungen
und Metastasen gesehen. Heterozygotie-Verlust und Aneuploidie wurden zusétzlich als unabhangige
Prognosefaktoren ermittelt. Hinsichtlich genetischer Veranderungen wurden auch funktionelle und
nicht-funktionelle pNET untersucht und gegeniibergestellt. Es wurden signifikante Unterschiede mit
der zweifachen Anzahl an Verdanderungen bei nicht-funktionellen pNET im Vergleich zu funktionellen

Tumoren beschrieben [36].

Neben DNA-basierten Modifikationen kdnnten epigenetische Veranderungen eine wichtige Rolle in
der Tumorgenese spielen. Um epigenetische Untersuchungen durchzufihren wurde die DNA-
Methylierung von GEP-NET betrachtet. Globale Analysen des Methylierungsstatus verschiedener
repetitiver Sequenzen, welche iber das gesamte Genom weit verbreitet sind, ergaben, dass speziell
diese Regionen in der Mehrzahl der GEP-NET im Gegensatz zu benachbarten Strukturen
hypomethyliert sind und die Hypomethylierung mit klinisch-pathologischen Parametern wie der
Tumoreinteilung korrelieren. Ein ebenfalls haufig vorkommendes Phdanomen in der DNA-
Methylierung ist der ,,CpG island methylator-Phanotyp“, kurz CIMP. Die abnorme Methylierung der
CpG-Inseln (candidate plasticity-related genes-Inseln) geht mit bekannten Tumorsuppressorgenen
einher und zeigt eine signifikante Assoziation mit Ki67. Klinisch geht das Methylierungsprofil haufig,
vor allem wenn viele Gene betroffen sind, mit einem frihen Rezidiv und geringer
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach operativer Tumorentfernung einher. SchlieRlich gibt es eine
Vielzahl an  Tumor-bezogenen Kandidaten-Genen, deren Promoter-Regionen diverse

Hypermethylierungen aufweisen.
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Zusammenfassend kann das molekularbiologische Verstandnis fiir GEP-NET seit einigen Jahren durch
die modernen Hochdurchsatz-Techniken kontinuierlich verbessert werden. Weitere Felder wie das
Proteom und das Transkriptom liefern in der Zukunft hoffentlich zusatzliche Krankheits-relevante
molekulare Veranderungen. Im Bereich des intestinalen NET, der anndhernd frei von sich
wiederholenden Genmutationen zu sein scheint, konnten durch die komplette Genomsequenzierung
und genomweite epigenetische Untersuchungen neue Informationen gewonnen werden. Auch die
Etablierung neuer Zelllinien, die fir GEP-NET bislang aulerst diffizil ist, kdnnte mittels Einbeziehung
gewonnener Erkenntnisse gelingen und so das Testen neuer Wirkmechanismen erleichtert werden

[36].
4.3.2. NNR-Karzinom

Zu den NNR-Karzinomen wurden in den letzten Jahren sowohl Sequenzierungsstudien durchgefiihrt
als auch komplette Genexpressionsprofile erstellt. Insgesamt wurden durch Exom-Sequenzierung 125
Mutationen identifiziert und 42 Varianten durch gezielte Sequenzierung entdeckt. Alle Mutationen in
den Schlisselgenen wurden validiert [126]. Zusatzlich zu Mutationen im MEN1-Gen werden mutierte
DAXX und ATRX-Gene beschrieben, was mit dem ALT-Ph&dnotyp assoziiert zu sein scheint (siehe 4.3.1)
[125]. Fiir einen umfassenden Uberblick des NNR-Karzinom-Genoms haben Assié und Kollegen DNA-
Methylierungen, mRNA- und miRNA-Expressionen untersucht [126]. Mittels RPMM (recursively
partitioned mixture) [127] wurden vier Tumormuster identifiziert, die auf DNA-Methylierungen
basieren. Zwei dieser Tumormuster dhneln sogenannten CIMP-Untergruppen (hoher und niedriger
CpG island methylator-Phanotyp) [128], verbunden mit einer schlechten Prognose [126]. Cluster-
Analysen bei Expressionsmustern von mRNA ergaben, dass es zwei Hauptcluster fiir die Transkription
gibt, die stark mit dem Uberleben korrelieren: die aggressive C1A-Gruppe mit schlechter Prognose
zeigte viele Mutationen und veranderte DNA-Methylierungen, wohingegen die benigne C1B-Gruppe
mit guter Prognose spezifische Deregulationen bei zwei miRNA-Clustern prasentierte [144], [122].
C1A-Tumore konnten wiederum in drei Untergruppen unterteilt werden, welche deutlich mit den
DNA-Methylierungsmustern assoziiert sind. Aggressive und indolente NNR-Karzinome beziehen sich
demnach auf zwei unterschiedliche molekulare Gruppen mit unterschiedlichen Verdnderungen in

den Onkogenen [126].

Genexpressionsanalysen konnten in der Vergangenheit bereits mechanistische Einblicke
ermoglichen. So wurde beispielsweise in etwa 90% eine hohe Expression von IGF2 im Vergleich zu
Adenomen bei NNR-Karzinomen festgestellt, eine veranderte IGF2-Expression sogar als eines der
dominantesten Transkriptom-Ereignisse im NNR-Karzinom gezeigt [120]. IGF2 wirkt durch den IGF1-

und den Insulin-Rezeptor, um eine Signalkaskade anzustoBen, welche Proliferation und Migration
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anstolt. Erstaunlicherweise ist der IGF1-Rezeptor, der in vivo fir die meisten zelluldren Effekte
verantwortlich ist [129], im IGF2-Gberexprimierenden NNR-Karzinom nicht herunterreguliert. Aus
diesen molekulargenetischen Daten haben die Erkenntnisse zu neuen Therapiemdglichkeiten geflihrt
[120]. Zwei praklinische Studien konnten die Auswirkung dieses Weges in der Tumorgenese des NNR-
Karzinoms zeigen [130], [83] und eine internationale klinische Studie zur Blockade des IGF1-
Rezeptors wurde bereits durchgefiihrt. Diese konnte allerdings in dem untersuchten Kollektiv keine
Verbesserung des Uberlebens erzielen [131]. Dieses negative Outcome férdert jedoch die Hypothese,
dass mittels Genexpressionsanalysen individuelle Patientengruppen identifiziert werden kénnten, bei
welchen die Therapie dennoch einen deutlichen Effekt zeigen kdnnte. Einer solchen Studie kénnte

zukinftig eine praklinische Testung im Mausmodell vorangehen.

Neben der IGF2-Expression spielen das Tumor-Suppressorgen TP53 sowie der Wnt/R-Catenin-
Signalweg eine bedeutende Rolle in der Tumorgenese. Etwa ein Viertel der sporadischen NNR-
Karzinome bei Erwachsenen weist eine somatische TP53-Mutation auf [132]. In Studien (ber das
familidre NNR-Karzinom wurden TP53-inaktivierende Mutationen und eine gesteigerte IGF2-
Expression als Schliisselereignis identifiziert [133]. Wie schon im ersten Teil der Diskussion erwahnt,
kénnen Veranderungen des Proteins p53 auch durch immunhistochemische Farbungen deutlich
gemacht werden. Mittels einer Cluster-Analyse konnte gezeigt werden, dass TP53-Mutationen in
einer Untergruppe von NNR-Karzinomen gehauft auftreten [134], welche zu den aggressiven NNR-
Karzinomen zdhlen. Wie schon fiir p53 beschrieben scheinen auch die Verdanderungen im Wnt/R-
Cateninweg eine zentrale Rolle einer Untergruppe der NNR-Karzinome innezuhaben und treten
ebenfalls erst spat in der Tumorentstehung auf [120], [134]. Es wird angenommen, dass sich p53 und
R-Catenin-Mutationen in aggressiven NNR-Karzinomen gegenseitig ausschlieRen und damit fiir die
Einteilung in zwei unterschiedliche Subgruppen geeignet sind [120]. Interessanterweise wurde in den
letzten Jahren eine dritte Untergruppe entdeckt, die weder p53 noch B-Catenin in mutierter Form
prasentiert und dennoch eine schlechte Prognose aufweist [134]. Insgesamt wurde eine hoéhere
Anzahl an Mutationen mit einer geringeren 5-Jahres-Uberlebensrate, einem héheren Weiss Score
sowie einer hoheren ENSAT-Stadieneinteilung assoziiert [126]. Das gesamte Spektrum der

Mutationen fiir NNR-Karzinome ist allerdings weiterhin nicht vollstandig bekannt [120].

Moderne Methodik wie Transkriptom-Analysen stellen nicht nur fiir therapeutische Uberlegungen
oder mechanistische Einblicke wichtige Daten bereit, gerade auch die klinische Prognose kdnnte
stark davon profitieren. Die Stadieneinteilung stellt aktuell den starksten prognostischen Pradiktor
dar. Allerdings variiert das Uberleben innerhalb des jeweiligen Tumorstadiums stark. Im Falle einer
vorliegenden Metastasierung wird das Uberleben beispielsweise als sehr variabel beschrieben. Das

Fortschreiten einer Tumorerkrankung stellt zwar einen starken prognostischen Marker dar, kann
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allerdings nur retrospektiv eruiert werden [120]. Das Setting der antimetastatischen Behandlung
kann auf Grund der begrenzten Aussagefihigkeit hinsichtlich der Prognose eingeschrankt sein.
Effektive Therapieansatze gibt es vorwiegend fiir Tumorerkrankungen mit guter Prognose, also bei
limitierter Tumorausbreitung und regional begrenztem Vorgehen wie wiederholter chirurgischer
Malnahmen. Vor allem bei Vorliegen einer schlechten Prognose wird die systemische Therapie
bevorzugt. Flir das NNR-Karzinom, welches lokal auf die Nebenniere begrenzt ist und scheinbar
komplett reseziert werden konnte, sind die Prognose betreffende Aussagen weiterhin diffizil. Ein

molekularer Pradiktor ware, speziell in dieser Konstellation, von groBem Nutzen [120].

Mittlerweile ist die Technologie fiir Transkriptom-Analysen etwas weiter verbreitet, an akademischen
Zentren verfligbar und deren Kosten gesenkt [120]. Fiir manche Tumorarten wie Brustkrebs kann das
Verfahren schon herangezogen werden [135]. Einige Hiirden bestehen derzeit aber noch. Die
aussagekraftigsten Daten werden von noch nicht fixierten gefrorenen Gewebsstlicken erhalten,
welche nur selten in dieser Form zur Verfligung stehen [120]. Dariber hinaus sind noch weitere
Validierungen notigt, bis das Transkriptom und daraus hervorgehende Analysemethoden komplett in

Routinelabor-Untersuchungen aufgenommen werden kénnen.
4.3.3. Phdaochromozytom

Auch beim Phaochromozytom haben die ,omics“-Ansdtze in den letzten Jahren zu wichtigen
Erkenntnissen gefiihrt. Unter anderem konnten weitere Suszeptibilititsgene entdeckt und
Signalwege untersucht werden, welche durch Phdochromozytom-typische Mutationen aktiviert
werden. Darlber hinaus wurden das Muster von DNA-Methylierung sowie mRNA-Expression
grindlich studiert und daraus Untergruppen generiert, welche im Zusammenhang mit Mutationen in
identifizierten Schllsselgenen stehen. Die genetische Komponente der Tumorgenese ist fir diese
Tumorentitat sehr stark ausgepragt. Bislang mangelt es aber an Studien, welche multi-dimensionale
molekulare Daten zu integrieren versuchen, um ein umfangreiches Verstandnis der Tumorgenese des

Phdaochromozytoms zu bekommen.

Eine interessante Moglichkeit liegt in der Kombination von radioaktiv-markierten Tracern und PDX-
Modellen. Fir das endogene Phaochromozytom konnte gezeigt werden, dass 18F-LMI1195 ein
vielversprechender Tracer flir Diagnose, Staging und das Follow-Up ist. Besonders in Anbetracht
dessen, dass es fir Phdochromozytome bislang nur wenige Zelllinien und kein suffizientes
Tumormodell gibt, kdnnte ein kiirzlich beschriebens MENX-Modell eine geeignete Ausgangslage fir
weitere Etablierungen darstellen [137]. Die Kombination von PDX und radioaktiven Tracern zeigt sich

hier als potenzielles Mittel, um bereits bestehende Modelle weiterzuentwickeln.
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Zusammengefasst konnte mit integrierten Genom-Studien gezeigt werden, wie eng die multi-
,omics“-Daten mit dem genetischen Status libereinstimmen. Pradisponierende Mutationen kdnnen
als hauptverantwortlich fiir die Entstehung des Phdaochromozytoms verstanden werden. Darliber
hinaus konnte die funktionelle Abhangigkeit von genomischen und epigenomischen Dysregulationen
gezeigt werden. Die einzelnen Subtypen kénnen durch die genomischen Verdanderungen spezifiziert
werden und hochstwahrscheinlich verschiedene molekulare Entitdten darstellen. Zukiinftige
multidimensionale Tests sollten einer prdzisen molekularen Klassifikation und der Anwendung
praktizierender Arzte dienen. Die Kenntnis spezifischer Genom-Verdnderungen des malignen
Phaochromozytoms soll das individuelle Patienten-Management und eine zielgerichtete Therapie im

Sinne der personalisierten Medizin verbessern [136].

4.3.4. Ausblick

Zukunftsgewandte Tumortherapien mit kurativem Ansatz werden zunehmend individueller.
Insbesondere bei haufigen Neoplasien, aber auch bei seltenen Entitdten ist schon aktuell eine
Charakterisierung des jeweiligen Tumors wichtig, bevor therapeutische Schritte eingeleitet werden
kénnen. Wie vorangegangen beschrieben, kénnten in dieser Hinsicht PDX-Modelle ein wichtiger
Ausgangspunkt individueller Therapien sein. Das gesamte Feld der Molekularbiologie hat in den
letzten Jahren wertvolle Erkenntnisse (iber die zytogenetische Architektur verschiedenster
Tumorarten gebracht. Neue Ergebnisse werden die Ansatzpunkte fir Diagnostik,

Prognosemodalitdaten und Therapiemdglichkeiten weiter spezifizieren.

Erstaunlicherweise wurden einige Fragen rund um PDX-Modelle schon vor ca. 30 Jahren erortert.
Damals war noch unklar, inwieweit Patiententumore im Modell ihre Sensitivitdit gegeniber
Chemotherapeutika beibehalten. Es wurde erwartet, dass eine der groRen Herausforderungen darin
bestehe, Therapeutika in klinisch relevanter Dosis zuzulassen und Therapieschemata zu entwickeln,
welche die humanen Gegebenheiten beriicksichtigen. Die Antworten dieser beiden Fragen bleiben
der zentrale Fokus der aktuellen Debatte liber die Nitzlichkeit von PDX-Modellen [70].

An dieser Stelle werden nochmal die Vor- und Nachteile von PDX-Modellen erértert. Zu den Starken
gehort, dass die Histologie und das Genexpressionsprofil die humane Pathologie moglichst gut
widerspiegeln, was speziell fir die Testung und das Auswdhlen konventioneller wie zielgerichteter
Therapeutika von Nutzen ist. Der Erkenntnisgewinn aus PDX-Modellen dient auch in vitro Versuchen,

Medikamenten-Screenings und Tests zielgerichteter Gentherapeutika.

Wie bereits erwahnt gibt es nach wie vor einige Aspekte, die PDX-Modelle derzeit limitieren. Fir das
Anwachsen und zur Vermeidung von AbstoBungsreaktionen bedarf es immunsupprimierter

Versuchstiere, was unter anderem die Arbeit mit zielgerichteter Immuntherapie verhindert. Das
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humane Gewebe kann von murinen Viren befallen werden und nach einer gewissen Passagierung
sprielen oft murine Stroma- und vaskuldre Zellen ein. Der Implantationsort ist nach wie vor nur
selten der originare, wodurch dem humanen Gegenstlick nur unzureichend Rechnung getragen wird.
Auch der Metastasierungsweg wird nicht adadquat imitiert, da im PDX-Modell nur selten
Metastasierung stattfindet und diese nicht reprdsentativ flir den Ablauf im humanen Organismus ist.

Aktuell mangelt es noch an groRen, in der Umsetzung kostengilinstigen Modellen [76].

Fir die Testung der konventionellen und zielgerichteten Therapie ist ein wichtiger Schritt im Umgang
mit PDX-Modellen, groRe Tumorbanken inklusive verschiedener Tumortypen einzufiihren. Mit Hilfe
einer umfangreichen Tumorbank und darin enthaltenen Vergleichsmdglichkeiten sollte ein Zentrum
langfristig in der Lage sein, neben den {blichen Maoglichkeiten des histopathologischen
Schnellschnitts die histologische Beschaffenheit des Tumors weitergehend zu charakterisieren und
mit bestehenden Proben zu vergleichen, um so die individuelle Entitat genauer definieren zu kénnen.
Langfristig konnte durch eine solche Methodik die effektivste Therapie mit dem geringsten
Nebenwirkungsprofil fiir jeden Patienten individuell bestimmt werden. Um Kosten und
Anstrengungen der Etablierung solcher Tumorbanken zu minimieren und deren Ressourcen der

allgemeinen Wissenschaft bereitzustellen, sollten Konsortien wie die EurOPDX gebildet werden [76].

In Zukunft sollte bei PDX-Modellen versucht werden, dass die Tumore in vivo weiterwachsen, um
neue Erkenntnisse Uber deren Viabilitdt und mogliche Ansatze der Pharmakotherapie zu gewinnen.
Darliber hinaus sollte die Frage beantwortet werden, ob es weitere, bislang unbekannte Subtypen

der jeweiligen Tumorentitat gibt.

Wie im vorangegangenen Kapitel erwdhnt, konnte das Wissen (iber neuroendokrine Tumore durch
die Forschung in der Molekularbiologie um wertvolle Faktoren ergdanzt werden. Neben der
untersuchten histologischen gibt es auch eine genetische Heterogenitat in den einzelnen Tumoren.
Molekularbiologische Tests sollten im Rahmen grofRer Studien an Xenografts erprobt werden. Die
Kombination aus den histologischen Ergebnissen und jenen aus der Molekulargenetik fiihren in der
Zukunft hoffentlich zu einem noch detaillierteren Verstandnis bezliglich der Tumorgenese einerseits,

des Wachstums-, Differenzierungs- und Sekretionsverhaltens andererseits.

Zusammenfassend wurden PDX-Modelle als Mittel validiert, um langfristig einen zusatzlichen
multidimensionalen Biomarker fiir Tumore zu generieren. Es gibt Hinweise darauf, dass an PDX-
Modellen durchgefiihrte pharmakologische Studien einen hoheren pradiktiven Aussagewert
beziglich des klinischen Outcomes haben als Modelle, die mit Zelllinien arbeiten, insbesondere,

wenn das therapeutische Praparat in klinisch relevanter Dosis getestet wurde [70]. Bislang existieren
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nur wenige onkologische Therapeutika, die nach der Anwendung im PDX-Modell klinisch komplett
evaluiert wurden. Die Ermittlung des pradiktiven Wertes der PDX-Modelle im prospektiven Setting
bleibt bislang also eine schwierige Aufgabe: in den einzelnen Mausstammen sind die Sensitivitdten
bezliglich zytotoxischer Stoffe sehr verschieden, ebenso die experimentellen Fragestellungen von
pharmakologischen Studien. Die Zeitspanne zwischen Tumorimplantation und Behandlungsbeginn
kann die Antwort auf die antitumorale Therapie maRgeblich beeinflussen und sollte intensiv

verglichen und erforscht werden [70].
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit wurde durchgefiihrt, um die Charakterisierung der heterogenen GEP-NET,
NNR-Karzinome und Phdochromozytome zu erweitern und die Basis flir PDX-Modelle zu generieren.
Dafir wurden Sticke des jeweiligen Originaltumors sowie desselben Tumors nach 12 Wochen
subkutaner Nidation in der immundefizienten Nacktmaus histologisch aufgearbeitet, fiir den Tumor
charakteristische Parameter immunhistochemisch untersucht und deren Ergebnisse miteinander
verglichen. Hierbei zeigte sich, dass die Tumore in der Maus anwachsen und im Gewebe weiterhin
Zellproliferation stattfindet. Hinsichtlich der endokrinen Charakteristika konnte auch im Mausmodell
eine bleibende Differenzierung der Gewebe gezeigt werden. Allerdings wiesen die einzelnen
Tumorentitdten eine starke Heterogenitdt auf, sowohl unter den einzelnen Tumorarten sowie im
Vergleich zwischen Ausgangstumor und analogem Tumor nach der Nidation. Hier sind groRere
Fallzahlen notig, um die Kausalitat besser zu verstehen und das Modell in seiner Standardisierung

weiter zu optimieren.

Im praklinischen Setting ist der Einsatz des vorliegenden PDX-Modells einerseits schwierig, da die
behandelten Tumore eine groRe Heterogenitat aufweisen. In der aktuellen praklinischen Forschung
werden oft sehr homogene Studiendesigns angewandt, die die Diversitat der Tumorentitdten nur
teilweise berlcksichtigen konnen. Andererseits ist genau dieser Aspekt die groRe Stdrke der
zugrundeliegenden Idee, da beispielsweise die Wirkung eines Medikaments an unterschiedlichen
Subentitdten getestet und man gegebenfalls dem individuellen Patienten schneller gerecht werden

kann.

Diverse in den letzten Jahren entdeckte Marker sind zwar hilfreich fir Diagnosestellung,
Therapieanséatze sowie fundiertere Prognosen lber therapeutische Ansprechraten, setzen allerdings
ein experimentelles System voraus, das in moglichst hohem MaRe der Biologie des individuellen

Tumors entspricht. Dies kdnnte in ausgewadhlten Fallen durch PDX-Modelle erreicht werden.

Insgesamt kénnten PDX-Modelle erganzende Daten zu standardisierten Forschungsmethoden liefern
und in Kooperation mit modernen Analysen (z.B. ,omics“-Verfahren) der individualisierten

Tumortherapie dienen.
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