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1 Einleitung 

 

1.1 Die Nebenniere 

 

1.1.1 Aufbau und Funktion 

 

Der menschliche Organismus verfügt über zwei Nebennieren, die sich beide jeweils kranial 

der Nieren befinden. Die Nebenniere ist aus verschiedenen Arten von Gewebe aufgebaut. 

Jeder Gewebetyp ist für die Synthese bestimmter Hormone zuständig. Zunächst muss 

zwischen der außen gelegenen Rinde (Cortex) und dem sich unter der Rinde befindlichen 

Mark (Medulla) unterschieden werden. Außerdem ist jede Nebenniere von einer Kapsel 

umgeben, die das Organ gegenüber der Umgebung abgrenzt. Bezüglich der Rinde muss eine 

weitere Unterteilung in verschiedene Bereiche erfolgen, von denen wiederum 

zonenspezifisch bestimmte Hormone produziert werden [1]: 

• Unmittelbar unterhalb der Nebennieren-Kapsel liegt die Zona glomerulosa. Diese ist 

für die Sekretion von Mineralocorticoiden wie beispielsweise Aldosteron zuständig. 

Die Modulation der Aktivität der Zona glomerulosa erfolgt über Angiotensin II und die 

einfach positiv geladenen Kaliumionen. 

• Die mittlere Zone des Cortex, die sich der Zona glomerulosa anschließt, heißt Zona 

fasciculata. Diese Region der Nebennierenrinde ist für die Produktion von 

Glucocorticoiden verantwortlich. Die Regulation der Zona fasciculata erfolgt über das 

adrenocorticotrope Hormon (ACTH) aus der Hypophyse.  

• Schließlich gibt es noch die Zona reticularis, die zwischen der Zona fasciculata und 

dem Mark der Nebenniere lokalisiert ist. In der Zona reticularis findet die Synthese 

von Androgenen, Dehydroepiandrosteron sowie Dehydroepiandrosteron-Sulfaten 

statt, die unter anderem durch ACTH stimuliert werden. 

Außerdem folgt nach innen auf die Zona reticularis noch die Medulla. Hier werden 

Katecholamine wie beispielsweise Adrenalin und Noradrenalin sezerniert. Die Regulation der 

Aktivität des Nebennierenmarks erfolgt über die Nervi splanchnici, Chromatin-Zellen sowie 

medulläre Venen. Es ist auffällig, dass es eine ganz konkrete Gliederung des Cortex gibt, 

wobei ganz bestimmte Bereiche die Herstellung spezieller Hormone übernehmen. Dies wird 
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dadurch begründet, dass in jeder Zone selektiv bestimmte Enzyme mit der Fähigkeit zum 

Metabolismus von Steoriden vorhanden sind. Wie die spezifische Expression der Enzyme 

zustande kommt, konnte noch nicht abschließend geklärt werden [2].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.2 Adrenale Steroide und Steroidbiosynthese 

 

Für Lebewesen ist es essentiell, auf Situationen, in denen sie Stress ausgesetzt sind, adäquat 

reagieren zu können. Zunächst erfolgt eine schnelle Antwort auf den Stressor in Form von 

einer temporär erhöhten Leistungsfähigkeit des Organismus, der infolgedessen eine 

gesteigerte Vigilanz aufweist. Dieser Zustand wird über eine verbesserte Blutzirkulation 

durch Anstieg von Blutdruck und Herzfrequenz sowie einen höheren Sauerstoffgehalt des 

Blutes infolge eines höheren Atemminutenvolumens erreicht. Zusätzlich wird der Glucose-

 

Abbildung 1. Übersicht über die Nebennierenrinde, ihre Regulationsfaktoren und 
synthetisierten Hormone [2]. 
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Level im Blut angehoben. Neben der unmittelbaren Stressreaktion ist es natürlich langfristig 

auch sinnvoll, dass der Körper die Eigenschaften des Stressors in Erinnerung behält, um 

zukünftig noch besser auf bekannte Stresssituationen reagieren zu können. Deshalb wird 

simultan die Merkfähigkeit durch die vermehrt freigesetzte Glucose verbessert. Der Prozess 

der Stressantwort wird über die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (engl. 

hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA-Achse)) vermittelt, wobei es im Endeffekt vor 

allem zu einer Ausschüttung von Cortisol aus der Zona fasciculata kommt [3] [4] [5] [6].  

 Das Grundprinzip der Funktionsweise der HPA-Achse besteht in einem 

Zusammenspiel aus positiven und negativen Feedbackmechanismen, wodurch die 

Hormonsynthese reguliert wird. Vom Nucleus suprachiasmaticus werden Signale über die 

aktuelle zeitliche Einordnung in Bezug auf den Tagesverlauf an den Nucleus paraventricularis 

weitergeleitet. Außerdem werden letzterem Informationen über die aktuelle Anpassung des 

Organismus an endogene und exogene Faktoren aus dem Hirnstamm und dem limbischen 

System übermittelt. Sowohl der Nucleus suprachiasmaticus als auch der Nucleus 

paraventricularis sind im Hypothalamus lokalisiert. Verlagert sich die Situation aus der 

Homöostase (z.B. Hypoglykämie), so erfolgt eine Zunahme der Sekretion von Corticotropin-

releasing Hormone (CRH) aus den genannten Nuclei des Hypothalamus, das auf dem 

Blutweg zur Adenohypophyse gelangt [7]. Das CRH bewirkt im Hypophysenvorderlappen die 

vermehrte Bildung von ACTH, das sowohl den Hypothalamus als auch die Nebenniere über 

das Blut erreicht. ACTH stimuliert die Synthese von Cortisol und weiteren Glucocorticoiden 

in der Zona fasciculata. Durch die erhöhten Glucocorticoid-Spiegel wird sowohl die Sekretion 

von CRH im Hypothalamus als auch von ACTH in der Adenohypophyse inhibiert [8] 

(Abbildung 2). 
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 Beim Menschen ist Cortisol das wichtigste Glucocorticoid. Die regelmäßigen 

Schwankungen der Cortisol-Spiegel im Tagesverlauf werden als zirkadiane Rhythmik 

bezeichnet. Cortisol ist für den Erhalt und die Wiederherstellung der körpereigenen 

Homöostase verantwortlich. Um dies zu verwirklichen, kann Cortisol Einfluss auf den 

Transport von Ionen, die Regulation der Glycogenolyse, das Immunsystem sowie die 

Gedächtnisfunktionen nehmen. Die Wirkungen von Glucocorticoiden werden in 

physiologischer Konzentration durch den Glucocorticoid-Rezeptor (GR) vermittelt. Damit 

Glucocorticoide diesen intrazellulären Rezeptor erreichen, müssen sie die Zellmembranen 

passieren, was durch die lipophilen Eigenschaften der Steroidhormone ermöglicht wird [9].  

 

Abbildung 2. Übersicht über die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse [7]. 

Abkürzungen: CRH, corticotrophin-releasing hormone; ACTH, adrenocorticotrophic 

hormone.  
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 Neben dem körpereigenen Cortisol gibt es zahlreiche weitere modifizierte 

Glucocorticoide wie Prednisolon, Methylprednisolon, Betamethason und Dexamethason. 

Glucocorticoide haben einen festen Bestandteil als immunsuppresive Therapeutika bei 

Organtransplantationen, Allergien und werden wegen ihrer antiinflammatorischen Wirkung 

ebenso bei vielen chronisch-entzündlichen Erkrankungen wie beispielsweise Morbus Crohn, 

Colitis ulcerosa, Kollagenosen, Vaskulitiden und weiteren Autoimmunkrankheiten verwendet 

[10] [11]. Außerdem ist die therapeutische Wirkung bei hämatologischen Neoplasien, etwa 

Leukämien, Lymphomen und multiplen Myelomen gut belegt. Insgesamt gehören 

Glucocorticoide zu den am häufigsten eingesetzten Pharmaka überhaupt [12] [13] [14]. 

 Die Steroidbiosynthese ist eine komplexe Abfolge enzymatisch vermittelter Schritte 

mit dem Ziel, aus Cholesterin Steroidhormone zu produzieren. Es ist gut bekannt, dass ACTH 

die Steroidgenese stimuliert, wobei viele weitere Modulatoren der Steroidbiosynthese 

existieren [15] [16] [17]. Die Geschwindigkeit der Syntheseleistung wird vor allem durch die 

Dauer des Transports von Cholesterin von der äußeren zur inneren Membran der 

Mitochondrien bestimmt. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt und damit das Ausmaß 

der aktuell ablaufenden Steroidgenese wird durch das steroidogene akute regulatorische 

Protein (StAR) sowie einige andere Proteine (etwa voltage dependent anion channel (VDAC)) 

beeinflusst. An der inneren Mitochondrienmembran befindet sich das Cholesterin-

Seitenkette spaltende Enzym (CYP11A1), das als Katalysator den Start der 

Steroidbiosynthese unterstützt. Dabei erfolgt die Reaktion von Cholesterin zu Pregnenolon, 

das für weitere Schritte zum endoplasmatischen Retikulum transferiert wird. Schließlich 

entstehen dort Androgene bzw. Dehydroepiandrosteron(-Sulfat). Sollte jedoch Aldosteron 

oder Cortisol gebildet werden, ist für die weitere Synthese erforderlich, dass entsprechende 

Metaboliten wieder zurück zum Mitochondrium gelangen [18] [19] [20] [21] [22]. Einen 

Überblick über die Steroidbiosynthese sowie die dafür erforderlichen Enzyme zeigt die 

Abbildung 3.  

 Als Ausgangspunkt der Produktion neuer Steroidhormone dient Cholesterin. Über die 

in der Abbildung 3 in den Rahmen dargestellten Metaboliten und neben den 

Reaktionspfeilen aufgeführten Enzyme werden schließlich die drei Gruppen von Hormonen 

gebildet: Aldosteron als Vertreter der Mineralocorticoide, Cortisol als wichtigstes Beispiel für 

Glucocorticoide sowie die Androgene [2]. 
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1.1.3 Das Cushing-Syndrom 

 

Das Cushing-Syndrom bzw. seine Symptome treten infolge einer erhöhten Konzentration von 

Cortisol, einem Hypercortisolismus, auf. Das Cushing-Syndrom kann sowohl exogene als 

auch endogene Ursachen haben. Der häufigste Grund für ein exogenes Cushing-Syndrom ist 

eine iatrogene medikamentöse Therapie mit Glucocorticoiden [23]. Der Grund für endogene 

Formen des Hypercortisolismus besteht vor allem in der autonomen Produktion von ACTH 

 

Abbildung 3. Übersicht über die Steroidbiosynthese in der humanen Nebennierenrinde 
[2]. 

 

Abkürzungen: StAR, steroidogenes akutes regulatorisches Protein; CYP11A1, Cholesterin-

Seitenkette spaltendes Enzym; HSD3B2, 3β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ II; CYP21, 

21-Hydroxylase; CYP11B1, 11β-Hydroxylase; CYP11B2, Aldosteron-Synthase; CYP17, 17α-

Hydroxylase/17, 20-Lyase; SULT2A1, Steroid-Sulfotransferase; DHEA, 

Dehydroepiandrosteron. 
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durch einen Tumor im Hypophysenvorderlappen (Morbus Cushing, ca. 70 %), in ektopen 

Quellen (ca. 15 %) und in Cortisol produzierenden Tumoren der Nebenniere (ca. 15 %) [24]. 

Im speziellen Fall, dass das Cushing-Syndrom aufgrund eines ACTH-produzierenden Tumors – 

im Regelfall einem Adenom – der Adenohypophyse entsteht, spricht man vom Morbus 

Cushing [23]. Beim Cushing-Syndrom finden sich in rund 80 % erhöhte Spiegel von Cortisol 

infolge eines ACTH-Exzesses. Zu den entsprechenden Ursachen für ACTH-abhängige und -

unabhängige Varianten siehe die Tabelle 1 [25]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Prinzipiell ist es unwahrscheinlich, an einem endogenen Cushing-Syndrom zu 

erkranken. Die Inzidenz der Erkrankung liegt im Bereich von 1,2 bis 2,4 pro 1.000.000 

Einwohner [26]. Die Konsequenzen des Hypercortisolismus können für die Patienten sehr 

schwerwiegend sein. Bei einigen Folgekrankheiten ist unter Umständen auch mit einem 

tödlichen Verlauf zu rechnen. Zum klinischen Erscheinungsbild gehören Stiernacken, 

Vollmondgesicht, Hirsutismus, Fertilitätsstörungen, Unregelmäßigkeiten beim 

Menstruationszyklus, Depression, verminderte Leistungsfähigkeit des Immunsystems, Striae 

rubrae et distensae, Osteoporose und Muskelatrophien. Außerdem bestehen häufig eine 

stammbetonte Adipositas mit Gewichtszunahme und pergamentartiger Haut, eine 

pathologische Glucose-Toleranz bis zur Entstehung eines manifesten Diabetes mellitus, einer 

Hyperlipidämie, erhöhten Gerinnungsneigung und arteriellen Hypertonie. Komplikationen 

ACTH-abhängig (ca. 80 %) ACTH-unabhängig (ca. 20 %) 

ACTH-produzierender (benigner) Tumor 

in der Adenohypophyse (entspricht dem 

eigentlichen Morbus Cushing) (ca. 70 %) 

Adenome und Karzinome der 

Nebennierenrinde (ca. 20 %) 

Ektope (nicht hypophysäre) ACTH-

Synthese (z.B. kleinzelliges 

Lungenkarzinom (SCLC), C-Zell-

Schilddrüsenkarzinom, Karzinoide) (ca. 15 

%) 

Primäre pigmentierte noduläre 

adrenocorticale Dysplasie (PPNAD) (< 1 

%) 

Ektope (nicht-hypothalamische) CRH-

Sekretion (< 1 %) 
Hyperplasie der beiden Nebennieren (< 1 

%) 

 

Tabelle 1. Übersicht über die Ursachen der ACTH-abhängigen und ACTH-unabhängigen 
Form des Cushing-Syndroms [25]. 
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wie Myokardinfarkt und Apoplex sind ursächlich für ca. 50 % der Mortalität innerhalb der 

ersten fünf Jahre nach Diagnosestellung. Leider vergehen vom Auftreten erster klinischer 

Anzeichen eines Cushing-Syndroms bis zur Stellung der korrekten Diagnose im Durchschnitt 

6,0 Jahre [27]. 

 

1.1.4 Das Nebennierenrindenkarzinom 

 

Beim Nebennierenrindenkarzinom (engl. adrenocortical carcinoma (ACC)) handelt es sich um 

eine sehr seltene Krankheit. Die jährliche Inzidenz dieser Neoplasie wird mit ungefähr 1 – 2 : 

1.000.000 Menschen angegeben [28] [29] [30]. Dabei fällt auf, dass Neuerkrankungen 

besonders oft entweder vor dem fünften Lebensjahr oder während des fünften und sechsten 

Lebensjahrzehnts auftreten. Bei der Geschlechterverteilung beträgt das Verhältnis weiblich : 

männlich etwa 2 : 1. Die Mehrheit der Erkrankungen tritt spontan auf. Wesentlich seltener 

besteht eine genetische Komponente, die zur Entwicklung eines ACCs prädistiniert. Letzteres 

liegt vor allem bei folgenden Konstellationen vor: 

• Multiple endokrine Neoplasie Typ 1, 

• Li-Fraumeni-Syndrom,  

• Beckwith-Wiedemann-Syndrom und  

• Carney-Komplex. 

Das klinische Erscheinungsbild der Patienten ist von der Art der hormonellen Störungen 

abhängig. In 60 – 80 % treten Veränderungen der Hormonspiegel auf, wobei am häufigsten 

entweder eine vermehrte autonome Produktion von Glucocorticoiden oder von 

Glucocorticoiden und Androgenen vorkommt [28] [31] [32]. Sollte durch das ACC eine 

verstärkte Synthese von Glucocorticoiden hervorgerufen werden, so ist mit der 

Manifestation eines Cushing-Syndroms (siehe hierzu 1.1.3) zu rechnen. In einigen Fällen 

kommt es zu einer Zunahme der Produktion von Androgenen bzw. Östrogenen. Erhöhte 

Androgen-Spiegel bewirken bei Patientinnen klinisch einen Hirsutismus, wohingegen ein 

Anstieg der Östrogene bei männlichen Probanden eine Gynäkomastie und bei Frauen nach 

der Menopause eine Metrorrhagie verursachen [28] [31] [32]. Bei den nur in Einzelfällen 

auftretenden Aldosteron-produzierenden ACCs kommt es zu einer vermehrten 

Rückresorption von Wasser und Natrium sowie einer stärkeren Exkretion von Protonen und 
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Kalium. Dies erklärt die Entstehung einer arteriellen Hypertonie, einer metabolischen 

Alkalose und einer Hypokaliämie. Des Weiteren existieren auch hormonell inaktive Varianten 

des ACCs oder solche, die hormonelle Vorstufen ohne wesentliche biologische Aktivität 

sezernieren. Diese können erst durch Lokalsymptome auffallen [28] [32]. ACCs sind 

typischerweise groß mit Durchmessern von ca. 5 – 20 cm und einem Gewicht von rund 1.000 

g [28] [29] [32].  

 ACCs werden überwiegend spät diagnostiziert, weswegen der Tumor daher oft 

bereits ein fortgeschrittenes Stadium (Tabelle 2) erreicht hat [28] [32] [33]. In dieser 

Situation kann bereits eine Metastasierung stattgefunden haben, wobei sich meist 

lymphatische, hepatische und pulmonale Filiae finden [28] [32] [33]. Aufgrund des meist 

weit fortgeschrittenen Krebsleidens leben nach fünf Jahren nur noch zwischen 30 und 45 % 

der betroffenen Personen [29] [34]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die weiterhin schlechte Prognose des ACCs machen therapeutische Verbesserungen 

erforderlich. Selbst wenn es gelingt, ein ACC in sano zu resezieren, so muss man doch häufig 

mit Rezidiven rechnen [35]. Weitere Untersuchungen haben ergeben, dass man das Risiko 

für ein Neuauftreten des ACCs nach R0-Resektion selbst in einer hochspezialisierten Klinik 

auf bis zu 30 % beziffern kann [36] [37].  

 

Stadium ENSAT 2008 

I T1, N0, M0 

II T2, N0, M0 

III T1 – T2, N1, M0 

T3 – T4, N0 – N1, M0 

IV T1 – T4, N0 – N1, M1 

 

Tabelle 2. Klassifikation der Tumorstadien des ACC nach ENSAT [222]. 

Abkürzungen: ENSAT, European Network for the Study of Adrenal Tumors; T1, Tumor ≤ 

5 cm; T2, Tumor > 5 cm; T3, Tumor infiltriert umliegendes Gewebe; T4, Tumor 

infiltieriert benachbarte Organe oder venöser Tumorthrombus in der Vena cava oder in 

der Vena renalis; N0, keine positiven Lymphknoten; N1, positive(r) Lymphknoten; M0, 

keine Fernmetastasen; M1, Fernmetastasen.  
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1.2 Der Glucocorticoid-Rezeptor 

 

Der GR ist ein Rezeptor, der die Effekte der Glucocorticoide vermittelt. Er wird ubiquitär 

exprimiert und ist je nach Aktivierung im Zytoplasma oder im Nukleus der Zellen lokalisiert. 

Es gibt sehr viele Gene, auf die der GR Einfluss nehmen kann, man geht von bis zu 10 – 20 % 

der im Menschen vorhandenen Gene aus [38] [39] [40]. Die Sensitivität des GR zeigt eine 

Variabilität, abhängig von individuellen genetischen Varianten, vom Gewebetyp und Phase 

des Zellzyklus. Der humane GR setzt sich aus vier funktionellen Domänen zusammen, die in 

insgesamt neun Exonen kodiert sind: 

• Eine N-terminale Transaktivierungsdomäne (codiert von Exon 2), 

• einer sich in der Mitte befindenden DNA-Bindungsdomäne (codiert von Exon 3 und 

4), 

• eine Scharnierregion (engl. „hinge region“) und  

• eine C-terminale Ligandenbindungsdomäne (beide codiert von den Exons 5 – 9) 

(Abbildung 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4. Schematische Darstellung des Aufbaus des GR [11]. 
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In Abwesenheit des Liganden ist der GR in einen größeren Protein-Komplex integriert, der im 

Zytosol lokalisiert ist. Zu diesem Komplex gehören beispielsweise auch das 

Hitzeschockprotein (Hsp) 70, Hsp90 und p23 sowie Proteine der FK506-Gruppe wie das 

FK506 bindende Protein 51 (FKBP51) und das FK506 bindende Protein 52 (FKBP52) [41] [42].  

 Die beiden verschiedenen GR-Isoformen GRα und GRβ sind das Resultat von 

alternativem Splicing im Bereich des Exons 9. Der molekulare Aufbau beider Isoformen ist 

damit für die ersten 727 Aminosäuren identisch. Bei GRα schließen sich daraufhin 50 weitere 

Aminosäuren an, wohingegen die Aminosäure-Sequenz des GRβ auf 15 Aminosäuren gekürzt 

ist. GRα ist die Isoform, die auf eine Ligandenbindung von Glucocorticoiden eine 

Signaltransduktion vermittelt. GRβ ist hingegen auch in Anwesenheit von Glucocorticoiden 

inaktiv [43] [44]. GRβ entfaltet seine Funktion nur bei simultaner Aktivierung beider 

Rezeptor-Isoformen und hemmt GRα. Auf welchen Wegen dies genau geschieht, ist noch 

nicht abschließend geklärt. Es gibt immerhin einige Erklärungsansätze: 

• Blockade der Interaktion mit Glucocorticoid-response elements (GREs), 

• Einflussnahme auf Proteine, die für die Kontrolle der Transkription verantwortlich 

sind, und 

• Bindung von GRβ an GRα. 

Damit ist bereits erklärt, dass GRα seine Funktion nur erfüllt, wenn geringe Konzentrationen 

von GRβ vorhanden sind, was im Wesentlichen der physiologischen Verteilung entspricht. 

Die anti-inflammatorische Wirkung des GR wird durch einen Anstieg von GRβ durch 

Entzündungsmediatoren negativ moduliert. Prinzipiell wird GRβ in vielerlei Zellen beim 

Menschen exprimiert, besonders hoch jedoch in neutrophilen Granulozyten, die für die 

unspezifische Immunabwehr zuständig sind, und – interessanterweise – in Epithelzellen [45] 

[46] [47]. Neben den GRα und GRβ gibt es weitere Subtypen des GR. So existieren acht 

verschiedene Transkripte infolge acht verschiedener Startcodons, die vom Exon 2 des GR-

Gens stammen. Infolgedessen gibt es auch acht verschiedene daraus resultierende Varianten 

von GRα, wobei deren N-terminale Transaktivierungsdomänen kürzer sind als bei der 

klassischen Form von GRα. Diese acht Subtypen sind GRα-A, GRα-B, GRα-C1, GRα-C2, GRα-

C3, GRα-D1, GRα-D2, and GRα-D3 [48] [49]. 

 Nach Bindung der Glucocorticoide kommt es zu strukturellen Veränderungen des GR 

(Abbildung 5). Infolgedessen löst sich der Komplex auf und die einzelnen Komponenten – 
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inklusive GR – liegen somit frei im Zytoplasma vor, was eine Translokation des GR in den 

Nukleus zur Folge hat. Dort bindet der GR unmittelbar an GREs und kontrolliert auf diese 

Weise die Genexpression [50] [51] [11]. Aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften überqueren 

Glucocorticoide ohne große Probleme die Zellmembran. Die Bindung an den GR bewirkt eine 

Freisetzung der anderen Proteine vom GR-Multimolekülkomplex. Nun transloziert der GR 

mit dem Glucocorticoid in den Nukleus und startet die Transkription. Zur Regulation der 

Genexpression gibt es drei Möglichkeiten: 1. Die unmittelbare Interaktion mit dem Erbgut. 2. 

Die Anlagerung an bereits sich an der DNA befindende Motive. 3. Eine Kombination aus den 

beiden erstgenannten Optionen. Außerdem ist der GR in der Lage, regulatorisch auf andere 

Kinasen einzuwirken und somit Informationen zu geben, ohne dabei unmittelbar die 

Genexpression zu beeinflussen [11]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5. Vermittlung Glucocorticoid-abhängiger Signalwege des GR [11]. 



17 

 

1.3 Hitzeschockproteine 

 

1.3.1 Grundlagen 

 

Hsps sind für die Aufrechterhaltung von Zellfunktionen essentiell. Ihre Aufgaben bestehen 

im Wesentlichen in der Faltung von Proteinen, ihrem Transport sowie der Unterstützung der 

Interaktionen untereinander bei Bildung von Komplexen. Mehrheitlich werden sie infolge 

von Stressreaktionen exprimiert, doch es existieren Ausnahmen [52]. Darüber hinaus können 

auch falsche Proteinstrukturen erkannt werden. Je nach Möglichkeit korrigieren 

entsprechende Chaperone diese Proteine oder versehen sie bei zu großem Schadensausmaß 

mit Ubiquitin-Ketten, was den Abbau durch das Proteasom einleitet [53]. Als 

Unterscheidungskriterium der Hsps wird gerne ihr jeweiliges Molekulargewicht in kDa 

herangezogen. Es existieren folgende sieben Klassen von Hsps: kleine Hsps, die ein Gewicht 

von etwa 15 – 30 kDa aufweisen, Hsp40 (ca. 40 kDa schwer), Hsp60 (ca. 60 kDa schwer), 

Hsp70 (ca. 70 kDa schwer), Hsp90 (ca. 90 kDa schwer), Hsp100 (ca. 100 kDa schwer) und 

Hsp110 (ca. 110 kDa schwer) [54] [55] [56] [57] [58]. In diesem Projekt wurden u.a. 

Expressionen von Hsp90 untersucht. 

 

1.3.2 Aufbau und Funktion  

 

Bei Hsp90 handelt es sich um ein Chaperon, das für die Regulation, Aufrechterhaltung und 

Beständigkeit anderer Proteine, mit denen es in Interaktionen tritt, verantwortlich ist. Diese 

Proteine werden als „Klienten“ von Hsp90 bezeichnet. Mittlerweile sind mehr als 200 dieser 

„Klienten“ bekannt. Medizinisch ist besonders interessant, dass die Mehrheit von ihnen 

wesentliche Funktionen in Signalkaskaden innehat, die das Zellwachstum kontrollieren. 

Somit ist davon auszugehen, dass Hsps auch bei der Kanzerogenese eine wichtige Rolle 

spielen [59]. In gesunden Zellen liegen im Regelfall hohe Konzentrationen von Hsp90 vor [60] 

[61]. Es gibt verschiedene Möglichkeiten, in welcher Form Hsp90 auftreten kann. Im 

Wesentlichen handelt es sich dabei um folgende Varianten: 

• Im Zytoplasma entweder als Hsp90α, dessen Level durch andere Proteine moduliert 

wird, oder als Hsp90β, das unter Basalbedingungen vorhanden ist, 
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• im Mitochondrium als TNF receptor-associated protein 1 und 

• im endoplasmatischen Retikulum als glucose regulated protein 94. 

Die Isoformen Hsp90α und Hsp90β sind für den Fortbestand von Zellen unverzichtbar [62]. 

Viele Chaperone sind an der Proteinfaltung beteiligt und sind dabei recht unspezifisch in 

Bezug auf die jeweiligen Proteine. Es fällt auf, dass Hsp90 nur für ganz bestimmte „Klienten“ 

zuständig zu sein scheint. Außerdem gelangen die meisten von ihnen erst zu Hsp90, 

nachdem sie bereits vorher durch Hsp70 bearbeitet wurden. Hsp90 ist neben der 

Proteinfaltung insbesondere für die Stabilisierung des aktuellen Zustands seiner Substrate 

verantwortlich, damit ausreichend Zeit für regulatorische Einflüsse bleibt [63] [64] [65] [66] 

[67] [68] [69]. Es ist mit der Zeit gelungen, immer mehr Proteine zu finden, die der 

Regulation durch Hsp90 unterliegen. Allerdings gibt es noch keinen relevanten Hinweis auf 

molekulare Gemeinsamkeiten zwischen den „Klienten“ [70] [71]. 

 Hsp90 ist ein hochkonserviertes Protein, dass sich in Bakterien, Pilzen, Pflanzen und 

Säugetieren inklusive dem Menschen finden lässt. Es kommt also in Prokaryoten und 

Eukaryoten vor und betont seine essentielle Funktion auch mit seinem hohen Anteil von 1 – 

2 % am Gesamteiweiß [72] [73] [74]. Im Regelfall liegt Hsp90 als Homodimer vor und setzt 

sich aus folgenden Regionen zusammen: 

• Eine N-terminale Domäne, die über ATPase-Aktivität verfügt, 

• eine zentrale Domäne, an der Hsp90 mit den „Klienten“ in Verbindung treten kann, 

und 

• eine C-terminale Domäne, die es Hsp90 ermöglicht, Dimere zu bilden (Abbildung 6) 

[70]. 

Ohne Hydrolyse von ATP zu ADP und einer Phosphatgruppe kann Hsp90 seine Aufgaben 

nicht erfüllen [75] [76]. Wenn ein Protein von Hsp90 gefaltet werden soll, so muss es 

zunächst an die offene Konfiguration von Hsp90 binden (Abbildung 7). Zur Veränderung 

seiner Struktur von der offenen zur geschlossenen Konfiguration ist die Anlagerung von ATP 

erforderlich [77]. Die geschlossene Position wird dadurch erreicht, dass neben der bereits 

dimerisierten C-terminalen Domäne auch die beiden Mittel-Domänen und die beiden N-

terminalen Domänen jeweils eine Dimerisierung eingehen [78] [79]. Die Zentralregion ist 

zudem die Bindungsdomäne für die Proteinkinase PKB/Akt [80]. Weiterhin kann dieser 

Bereich mit anderen Cochaperonen interagieren und unterstützt die Hydrolyse von ATP an 
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der N-terminalen Domäne. Diese Umwandlung von ATP zu ADP und einer Phosphatgruppe 

wäre ohne die Mitwirkung der sich in der Mitte befindenden Domäne nicht möglich. An der 

C-terminalen Region befindet sich noch der hochkonservierte sog. EEVD-Abschnitt 

(Abbildung 6). Hier können Interaktionen mit diversen Cofaktoren, u.a. das in Abbildung 7 

enthaltene “Hop”, stattfinden. Diese Proteine, die für Hsp90 als Cofaktoren fungieren, 

verfügen über „tetratricopeptide repeats“ [81] [82] [71]. Zu ihnen gehören Hop (Sti1, p60), 

Chip, CyP40, FKBP51 (p54), FKBP52 (p59, Hsp56) und PP5 [83]. Die C-terminale Domäne ist 

so aufgebaut, dass auch sie – abgesehen von der N-terminalen Domäne – zu einer 

Anlagerung von ATP und anschließender Hydrolyse in der Lage ist [84] [85]. Welche Rolle 

diese Möglichkeit, mit ATP auch an der C-terminalen Domäne interagieren zu können, für die 

prinzipielle Erfüllung der Aufgaben von Hsp90 spielt, bleibt unklar [71]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6. Schematischer Aufbau von nicht-dimerisiertem Hsp90 [256]. 
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Eiweiße mit fehlerhafter Struktur entstehen durch unterschiedliche zelluläre 

Stressoren wie etwa zu niedrige oder zu hohe Temperaturen, zu niedrige oder zu hohe pH-

Werten und die Anwesenheit reaktiver Stoffe wie Radikale etc.  

 

1.3.3 Pathophysiologische Relevanz  

 

Wie bereits im Abschnitt 1.3.2 erwähnt sind über 200 verschiedene Eiweiße bekannt, bei 

denen es sich um Substrate für Hsp90 handelt. Diese Proteine spielen oft in Prozessen, die 

für die Regulation des Zellzyklus inklusive der Zellproliferation verantwortlich sind, eine 

zentrale Rolle. So stimuliert Hsp90 zahlreiche Moleküle, die die Zellproliferation steigern und 

das Zellwachstum außer Kontrolle geraten lassen können (z.B. Onkoproteine, Kinasen, 

Transkriptionsfaktoren). Außerdem verschlechtern sich die Lebensbedingungen der Zellen 

innerhalb eines Tumors erheblich. Es kann beispielsweise zu Temperaturveränderungen, 

Verschiebungen des Säure-Basen-Haushalts, vermehrtem Glucose-Bedarf und Down-

 

Abbildung 7. Das Hsp90-Chaperon-System [71]. 
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Regulation von Genen, die für das Zellwachstum nicht wesentlich sind, kommen. Hsp90 

unterstützt das zelluläre Überleben bei bzw. die Adaptation an diese neue ungünstigere 

Umgebung [60] [86] [61]. Es konnte beobachtet werden, dass es im Rahmen von 

Krebserkrankungen öfters zu einer Induktion der Expression von Hsp90α kommt. Dadurch 

erhöht sich das molare Verhältnis von Hsp90α zu Hsp90β. In Malignomen leistet Hsp90 

einen erblichen Beitrag für die Stabilität mutierter Moleküle, die letztlich für Prozesse wie 

Angiogenese und Bildung von Metastasen notwendig sind. Beispiele umfassen 

Wachstumsfaktorrezeptoren, Enzyme zur Vermittlung von Überlebenssignalen (z.B. Kinasen 

wie Akt und PI3K) und Onkogene (z.B. v-Src, Bcr/Abl, Raf-1, ErB-2 und mutierte Varianten 

von dem Tumorsuppressorgen p53) [87] [88]. Ferner kann von Hsp90 eine maligne 

Erkrankung begünstigt werden, indem das Chaperon antiapoptotische Aktivität zeigt. Dies 

erfolgt auf verschiedene Weisen beispielsweise über Aufrechterhaltung des inaktiven 

Zustands von Apaf-1 durch Cytochrom C und Bindung an Hsp90 [89]. Die Beteiligung von 

Hsp90 an Angiogenese und der Bildung von Filiae erfolgt hauptsächlich durch Stimulation 

von „vascular endothelial growth factor“ (VEGF), „nitric oxide synthase“ (NOS) and „matrix 

metalloprotease“ (MMP2). Bei Inaktivierung von Hsp90 entfallen vielerlei stimulierende 

Effekte auf die Zellproliferation und die Tendenz zum programmierten Zelltod nimmt wieder 

zu [90]. 

 Hsp90 ist zudem Teil des „RNA-induced silencing complex“, dem auch Hsp70 

angehört [91]. Dieser Komplex ist in zahlreiche Signalkaskaden integriert, die auch in 

Tumorzellen eine wichtige Rolle spielen [92] [93] [94].  

 Hsp90 kann als prognostischer Biomarker für Patienten mit Tumorerkrankung zum 

Einsatz kommen. Beim Mammakarzinom besteht ein positiver Zusammenhang zwischen 

erhöhter Hsp90-Expression und einer verkürzten Überlebenszeit [95]. Im Falle von Tumoren 

im Magenbereich weisen höhere Spiegel von Hsp90 ebenfalls auf geringere Lebensdauer 

und außerdem auf ein aggressiveres Verhalten des Tumors hin [96]. Darüber hinaus stellte 

man fest, dass Patienten, die an chronisch-myeloischer Leukämie erkrankt sind, bei 

verstärkter Hsp90-Expression die Krankheit oft schon weiter fortgeschrittenen war und das 

Ansprechen auf die Behandlung schlechter wurde [97] [71]. Auch bei gastrointestinalen 

Stromatumoren konnte man signifikante Zusammenhänge zwischen erhöhten Levels von 

Hsp90 (55 %) und einer Reduktion der Lebenszeit in Remission beobachten [98]. 
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 Zusammenfassend kann man sagen, dass Hsp90 sowohl für gesunde als auch maligne 

Zellen sehr nützlich ist. Es wird somit durchaus als potentieller Angriffspunkt zur 

Tumortherapie gesehen [99] [100]. 

 

1.3.4 Hsp90-Inhibitoren 

 

Prinzipiell werden Inhibitoren am C- und N-terminalen Ende von Hsp90 unterschieden. 

Beispiele sind in Tabelle 3 aufgeführt [101] [102].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bei der Entwicklung neuer Pharmaka zur Blockade bestimmter Zielstrukturen sollte der 

Angriffspunkt natürlich möglichst spezifisch für das zu antagonisierende Molekül sein. Bei 

Hsp90 konnte man feststellen, dass ATP eine Krümmung seiner Längsachse erreichen muss, 

um sich überhaupt an Hsp90 anlagern zu können und dort hydrolysiert werden kann [103]. 

Diese besondere Konfiguration der ATP-Bindungsstelle von Hsp90 wird auch als Bergerat-

Faltung bezeichnet. Diese Struktur ist besonders gut für die Interaktion mit ATPasen vom 

GHKL (Gyrase, Hsp90, Histidin Kinase, MutL)-Typ geeignet [104]. Da diese Art der Nukleotid-

C-terminale Hsp90-Inhibitoren  N-terminale Hsp90-Inhibitoren 

Novobiocin und seine Derivate (z.B. 

RTA901 (Reata Pharmaceuticals), KU32, 

KU135, KU174, KU675)  

Ansamycine (z.B. Geldanamycin) 

Natürlich vorkommende Resorcinole (z.B. 

Radicicol) 

Synthetische Resorcinole (z.B. Ganetespib) 

Indanone (z.B. SNX-2112 = Serenex) 

Tropanone (z.B. XL888 = Exelixis) 

Purine (z.B. PU-H71 = Sloan-Kettering) 

 

 

Tabelle 3. Überblick über C- und N-terminale Hsp90-Inhibitoren [101] [102]. 
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Bindung so spezifisch für Hsp90 ist, ist leicht nachvollziehbar, warum sie als Angriffspunkt 

von Hsp90-Inhibitoren verwendet wird [103]. Darüber hinaus wurden weitere Mechanismen 

zur Antagonisierung von Hsp90 gefunden. Als Optionen stehen u.a. die C-terminale-Domäne 

sowie Anlagerungsstellen für Cochaperone und „Klienten“-Proteine zur Verfügung [86] [105] 

[106]. Einen Überblick über eine mögliche Klassifikation von Hsp90-Inhibitoren gibt Tabelle 4 

[107]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Die Wirkstoffe Geldanamycin, Herbimycin A und Radicicol vermitteln ihre Hsp90-

antagonisiserenden Effekte durch den Abbau verschiedener Moleküle. Hierzu zählen v-Src, 

Bcr-Abl, Raf-1, ErbB2, einige Rezeptoren von Wachstumsfaktoren sowie Steroidhormonen. 

Durch Bindung des Inhibitors an Hsp90 dissoziiert der jeweilige „Klient“ vom 

Proteinkomplex. An diese „Klienten“, die häufig für eine Stimulierung von Zellproliferation 

zuständig sind, werden zahlreiche Ubiquitin-Einheiten gekoppelt und schließlich im 

Proteasom der Abbau durchgeführt (Abbildung 8) [108] [109] [110] [111]. Die Wirkungen der 

Klassifikation von Hsp90-Inhibitoren 

• Ansamycin-Derivate 

• Puringerüst-Derivate 

• Imidazopyridine (purinähnlich) 

• Imidazol-Derivate (purinähnlich) 

• Pyrrolopyridine/Pyrrolopyrimidine/Pyrazolopyrimidin-Derivate 

• Quinazolin-Derivate 

• Tetrahydropteridine und Derivate 

• Resorcinol-Derivate 

• Sonstige (z.B. SNX-5422, XL888 und NVP-HSP990) 

 

Tabelle 4. Überblick über eine mögliche Klassifikation von Hsp90-Inhibitoren [107]. 
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Hsp90-Inhibitoren können im Einzelfall sehr unterschiedlich – durchaus auch gegensätzlich – 

sein. Dies ist dadurch bedingt, dass Hsp90 über sehr viele „Klienten“ verfügt und an 

zahlreichen Reaktionswegen im Organismus beteiligt ist. Beispielsweise kann es zu einer 

Reduktion der Zellvermehrung, aber auch Stimulation der Reifung von neuen Zellen 

kommen. Ferner kann sowohl ein positiver als auch ein negativer Einfluss auf die Induktion 

des programmierten Zelltods genommen werden. Dadurch wird klar, dass man durch 

Blockade der Aktivität von Hsp90 nicht zwangsläufig eine erfolgreiche Tumortherapie 

erreicht. Man geht insgesamt jedoch davon aus, dass Hsp90-Antagonisten eher eine Tendenz 

zum Angriff auf maligne Zellen zeigen als auf gesunde [87].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Geldanamycin gehört zu den Ansamycinen und war der erste Wirkstoff, der 

entwickelt wurde, um Hsp90 zu antagonisieren. Es konnten noch weitere Substanzen von 

dieser Stoffklasse hergestellt werden, z.B. Tanespimycin (17-AAG) sowie 17-DMAG. Bei allen 

 

Abbildung 8. Schema der Wirkungsweise einiger Hsp90-Inhibitoren am Beispiel von 
Geldanamycin [87]. 
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drei Stoffen bestand das Problem einer Hepatotoxizität [103]. Diese wird wahrscheinlich 

durch einen Benzoquinon-Anteil vermittelt, der das Antioxidans Glutathion metabolisiert 

[112]. 

 Unter der Substanzgruppe, deren Wirkstoffe sich für ihren Molekülaufbau an 

Resorciol als Prototyp orientieren, war Radicicol die Ursubstanz, die als Makrolid zur 

antibakteriellen Therapie eingesetzt wird. Allerdings kann es auch die N-terminale Domäne 

von Hsp90 blockieren [113] [114]. Später wurden einige weitere Varianten der Stoffklasse 

geschaffen, darunter NVP-AUY922, AT13387 und KW-2478 [115].  

 Erste Erfolge in der Therapie von Krebskrankheiten mit Hsp90-Inhibitoren konnten 

bereits verzeichnet werden. So konnte für 17-AAG antitumoröse Aktivität nachgewiesen 

werden, insbesondere beim Mammakarzinom [116] [117]. Hierbei wurde es bei HER2-neu-

positivem Rezeptorstatus verwendet, wenn sich mit Trastuzumab kein Behandlungserfolg 

einstellte. Dann wurde das Konzept neben dem Antikörper gegen HER2-neu um 17-AAG 

erweitert [118] [119] [116]. Sollte durch die Therapie eines multiplen Myeloms mit 

Bortezomib, wodurch die Aktivität des Proteasoms verringert wird, keine Besserung 

eintreten, so ist eine zusätzliche Applikation von 17-AAG sinnvoll. Die Prognose konnte 

dadurch in einigen Fällen positiv beeinflusst werden [120] [121] [122] [123]. Es gibt noch 

einige weitere maligne Erkrankungen, bei denen durch Antagonisierung der Hsp90-Aktivität 

antitumoröse Effekte erzielt wurden, beispielsweise bei Bcr-Abl positiver chronisch-

myeloischer Leukämie – auch bei Wirkungsverlust von Imatinib – [124], bei NSCLC in 

höheren Tumorstadien mit STA-9090 [125] und beim Prostatakarzinom, Chondrosarkom und 

Nierenzellkarzinom [126] [127].  

 

1.4 Das FK506 bindende Protein 51 

 

1.4.1 Aufbau und Funktion 

 

Das FK506 bindende Protein (FKBP) 51 gehört zu den Immunophilinen und dort zur 

Subgruppe der FK506 bindenden Proteine. Von manchen Autoren wird auch einfach die 

Abkürzung FKBP5 verwendet. Die Zahl „51“ bezieht sich auf das Molekulargewicht von 51 
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kDa [128]. Im FKBP51-Molekül unterscheidet man zwei FKBP-Regionen (FK1 und FK2), die 

nacheinander angeordnet sind, sowie drei tetratricopeptide repeat (TPR)-Sequenzen 

(Abbildung 9). In FK1 ist das Enzym Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase (PPIase) sowie eine 

Möglichkeit zum Andocken für Sirolimus enthalten, während FK2 Interaktionsdomänen mit 

vielen anderen Proteinen beinhaltet [129].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FKBP51 ist ein wesentlicher Bestandteil zur Modulation der Aktivität von 

Steroidhormonrezeptoren. Diese Funktion ist jedoch als Cochaperon nur durch die 

Interaktion mit anderen Proteinen wie beispielsweise die Chaperone Hsp70 und Hsp90 

gewährleistet [129] [130] [131] [132] [133]. Außerdem ist FKBP51 als Marker geeignet, die 

Sensitivität des GR abzuschätzen [129] [134] [135]. 

 FKBP51 hat eine immunsuppressive Funktion, die durch Calcineurin vermittelt wird 

[128]. Außerdem spielt FKBP51 eine wichtige Rolle als Puffer zytotoxischer 

Sauerstoffradikale. Im Rahmen ungünstiger Umgebungsbedingungen wird FKBP51 vom 

Mitochondrium zum Zellkern transportiert und wirkt dort anti-apoptotisch. Innerhalb der 

Mitochondrien tritt es in Interaktion mit den Chaperonen Hsp70 und Hsp90 sowie dem GR. 

Je niedriger die Aktivität von Hsp90 ist, desto größer wird die Wahrscheinlichkeit, dass 

FKBP51 das Mitochondrium verlässt und in den Nukleus gelangt [136]. Darüber hinaus ist 

FKBP51 dafür zuständig, die Struktur von Mikrotubuli aufrecht zu erhalten, und sorgt für die 

 

Abbildung 9. Schematischer Aufbau von FKBP51 [133]. 

Abkürzungen: FK, FKBP-Domäne; TRP, tetratricopeptide repeat. 
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Elimination des Proteins tau [130]. Einen Überblick über die Funktionen von FKBP51 gibt die 

Tabelle 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.2 Pathophysiologische Relevanz  

 

FKBP51 ist ein wichtiger Bestandteil zahlreicher Signalkaskaden, u.a. von Steroidhormonen, 

NFκB und Akt-PHLPP, die meist das Zellwachstum kontrollieren. So wird verständlich, warum 

FKBP51 Einfluss auf die Sensitivität der Krebszellen auf eine Behandlung mit Zytostatika 

haben kann (Tabelle 6) [135].  

 

Art des Tumors 

(Diagnose) 

Zugehöriger 

Signalweg 

Expression von 

FKBP51 

Sensitivität auf 

Zytostatika 

Quellennachweis 

Mamma-

karzinom 

GR, 

Progesteron-

Rezeptor 

↑ Resistenz gegen 

FK506 und 

Rapamycin 

Le Bihan, S. et al., 

1998 [137] 

Prostata-

karzinom 

Androgen-

Rezeptor 

↑ Resistenz gegen 

FK506 

Ni, L. et al., 2010 

[131] 

Multiples 

Myelom 

GR ↑ Resistenz gegen 

Dexamethason 

Rees-Unwin, K.S. 

et al., 2007 [134] 

Funktion Wirkungsort 

Regulation der Sensitivität auf 

Steroidhormone 
Rezeptoren für Steroidhormone 

(Mineralcorticoide, Glucocorticoide, 

Androgene, Östrogene, Progesteron) 

Herabsetzung der Aktivität des 

Immunsystems 
Immunsystem (Antagonisierung von 

Calcineurin) 

Schutzfunktion für neuronale Strukturen 

inklusive Zytoskelett 
Isomerisierung und Elimination des 

Proteins tau, Instandhaltung der 

Mikrotubuli 

Stimulation der NFκB-Signalkaskade  Steigerung der Leistung des IκB-Kinase-

Komplexes 

Dephosphorylierung und dadurch 

Inaktivierung (Brognard, J. et al., 2007; 

Gao, T. et al., 2005; Zhao, L. et al., 2018) 

von Akt 

Proteinkinase B/Akt 

 

Tabelle 5. Übersicht über die Hauptfunktionen von FKBP51 [313]. 
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Malignes 

Melanom, akute 

lymphatische 

Leukämie 

NFκB ↑ Resistenz gegen 

Rapamycin 

Romano, M.F. et 

al., 2004 [138]; 

Avellino, R. et al., 

2005 [139] 

Malignes 

Melanom 

NFκB ↑ Resistenz gegen 

Strahlen-

therapie 

Romano, S. et al., 

2010 [140] 

Mamma-

karzinom, 

Pankreas-

karzinom 

Akt 

 

↓ Resistenz gegen 

Gemcitabin 

Li, L. et al., 2008 

[141]; Pei, H. et 

al., 2009 [142] Resistenz gegen 

Cytosin-

arabinosid 

Resistenz gegen 

Etoposid 

Resistenz gegen 

Taxane 

Tabelle 6. Die Bedeutung von FKBP51 in Tumorgenese und Sensitivität auf Zytostatika 
[135]. 

 

 Beim malignen Melanom befindet sich die Expression (quantifiziert mittels 

Immunhistochemie und Durchflusszytometrie) von FKBP51 häufig weit über der 

physiologischen [138] [140]. Je stärker diese ausgeprägt ist, desto schlechter ist die Prognose 

für die Patienten. Außerdem sind die Konzentrationen von FKBP51 am allerhöchsten im 

Bereich der Filiae im Falle eines malignen Melanoms als Primärherd [140] [143]. Es gibt auch 

Hinweise auf eine Bedeutung von FKBP51 bei ZNS-Erkrankungen [130]. Als Cochaperon von 

Hsp90 scheint es das Ausmaß der Elimination des Proteins tau zu reduzieren und an der Rate 

der tau-Phosphorylierung mitzuwirken. Durch gezieltes Ausschalten der Synthese von 

FKBP51 konnte man im Gegensatz zu FKBP52 deutlich niedrigere tau-Akkumulationen 

feststellen [130]. Veränderungen im Sinne von single nucleotide polymorphisms (SNPs) bei 

Genen, die für FKBP51 kodieren, scheinen für eine erhöhte Tendenz zum Auftreten von 

einigen psychiatrischen Erkrankungen (z.B. Depressionen) ursächlich zu sein [144] [145]. 

Darüber hinaus gibt es auch einige Beziehungen zwischen FKBP51 und dem Asthma 
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bronchiale. Bei Untersuchungen fand man heraus, dass die Expression von FKBP51 umso 

größer war, je schwerer der Ausprägungsgrad der Erkrankung war und je höher die Dosis für 

die Applikation von inhalativem Cortisol bzw. seiner Derivate gewählt wurde [146].  

 

1.4.3 FKBP51-Inhibitoren 

 

Klassische Inhibitoren von PPIasen bzw. FKBP51 sind die Wirkstoffe Sirolimus (Synonym: 

Rapamycin) und Tacrolimus (Synonym: FK506 bzw. FK-506) [147]. Beide Wirkstoffe 

vermitteln ihre Wirkung über eine Inhibition von PPIasen in der FK1-Domäne von FKBP51 

[148] [149] [150] [151] [152] [153].  

 Sirolimus ist ein Antagonist des „mammalian target of rapamycin“ (mTOR) [154], 

wobei mTOR als Bestandteil innerhalb zweier Proteinkomplexe gefunden wird, die 

dementsprechend als „mTORC1“ und „mTORC2“ bezeichnet werden. Das „C“ steht für 

„complex“ [155]. Bei mTOR handelt es sich um ein Enzym, das der Phosphorylierung anderer 

Substrate dient und damit deren Effekte modulieren kann [156]. Der mTOR1-Komplex ist aus 

drei Komponenten aufgebaut: „regulatory-associated protein of mTOR“, mLST8 und mTOR 

selbst. Mittlerweile sind einige wichtige Signalkaskaden bekannt, die mit mTORC1 in 

Verbindung stehen (Abbildung 10). Hierzu zählen solche, an denen u.a. PI3K/Akt [157] [158], 

Ras/MAPK [159] [160] und die AMP-aktivierte Proteinkinase beteiligt sind [161]. Insgesamt 

kann man sagen, dass mTORC1 eine wesentliche Bedeutung in der Versorgung mit 

energiereichen Verbindungen wie beispielsweise ATP, der Aneinanderreihung von 

Aminosäuren und bei der Regulation der Zellteilung zukommt [156] [162] [163].  
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Neben mTORC1 wurde die Variante mTORC2 beschrieben, die sich aus den 

Molekülen „rapamycin-insensitive companion of mTOR“, GβL, „mammalian stress-activated 

protein kinase interacting protein“ und mTOR zusammensetzt. Auch mTORC2 kontrolliert die 

Aktivität der Proteinkinase B [164]. Wie oben bereits angesprochen, erfolgt durch Sirolimus 

nur eine Blockade von mTORC1. Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass Sirolimus indirekt 

eine Antagonisierung von mTORC2 bewirkt, wenn sich die Einnahme über lange Zeiträume 

erstreckt [165].  
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Abbildung 10. Überblick über mit mTOR assoziierte Prozesse der Signaltransduktion [177]. 

Abkürzungen: AKT: Serin/Threonin-Protein-Kinase, AMPK: AMP-activierte-Protein-Kinase, 

FKBP12: 12 kDa FK506 bindendes Protein, eIF4E: eukaryotischer 

Translationsinitiationsfaktor 4E, 4E-BP: eIF4E bindendes Protein, MAPK: Mitogen-aktivierte-

Protein-Kinase, MEK: Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase, mTORC1: mammalian target of 

rapamycin complex 1, mTORC2: mammalian target of rapamycin complex 2, NF1: 

Neurofibromin, PDK: phosphoinositide-dependent protein kinase, PI3K: Phosphoinositid-3-

Kinase, PTEN: phosphatase and tensin homolog, Ras: G protein Ras, Rheb: Ras homologue 

enriched in brain, S6K: S6-Kinase, S6: ribosomales Protein S6, TSC1: tuberous sclerosis 

protein 1, TSC2: tuberous sclerosis protein 2. 
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In der Klinik kennt man Sirolimus vor allem als Immunsuppressivum zur lebenslangen 

Therapie nach erfolgreicher Nierentransplantation. Darüber hinaus wird die Substanz in der 

Kardiologie bei „drug eluting stents“ zusammen mit dem Zytoskelett-Inhibitor Paclitaxel 

eingesetzt, um eine Proliferation von Epithelzellen zu verhindern, sodass die 

Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von Re-Stenosen im Bereich des Stents gesenkt wird 

[166] [167]. 

Als zweites Beispiel für einen FKBP51-Inhibitor wird hier Tacrolimus erläutert. 

Obwohl es sich dabei um ein Makrolid, also ein Antibiotikum, handelt, wurde es ursprünglich 

bei einem Bakterium gefunden, nämlich Streptomyces tsukubaensis. Nachdem man die 

potente Wirkung von Tacrolimus als Immunsuppressivum erkannt hatte, löste es bald 

Cyclosporin A – das vorherige Mittel der Wahl nach erfolgter Leber- oder 

Nierentransplantation – ab. Dies beruhte auf der stärkeren Herabsetzung der körpereigenen 

Abwehrkräfte als auch der besseren Verträglichkeit für die Patienten [168]. Mittlerweile wird 

es bei Transplantation verschiedener Organe als Prophylaxe einer Abstoßungsreaktion 

verwendet. Der zugrunde liegende Mechanismus ist sehr komplex und besteht im 

Wesentlichen im Antagonismus der Calcineurin-Phospatase [169] [170].  

 

1.5 Interaktionen zwischen GR, Hsp90 und FKBP51 

 

Zur erfolgreichen Bewältigung bedrohlicher Lebensbedingungen sind Glucocorticoide für den 

Menschen essentiell [3]. Als Cochaperon bestimmt das Immunophilin FKBP51 die Sensitivität 

des GR auf seine Liganden. Wie bereits unter 1.4.1 angesprochen, verfügt FKBP51 über drei 

TPR-Domänen und die Funktion der PPIase [171]. Eine Zusammenlagerung mit anderen 

Molekülen ist bei FKBP51 über die TPR-Regionen möglich [172] [129]. Für eine 

Verminderung der Funktionsweise des GR ist FKBP51 auf die Zusammenarbeit mit Hsp90 

angewiesen [173]. Wenn der GR durch ein Glucocorticoid gebunden wird, so soll er nun 

dessen Information weitergeben, also stimuliert werden. In diesem Fall verlässt FKBP51 den 

Molekülkomplex und FKBP52 tritt an seine Stelle [150]. Infolgedessen nimmt die Tätigkeit 

des GR wieder zu [174]. 

 Unter den sehr zahlreichen Möglichkeiten der molekularen Veränderungen an 

Proteinen nach Abschluss der Translation gibt es auch die Anlagerung von „small ubiquitin-

like modifiers“ (SUMOs). Für diesen Vorgang werden drei Schritte mit jeweils eigenem 
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Enzym benötigt: Das erste Enzym bringt den Prozess in Gang, das zweite sorgt für die 

Konjugation und ein drittes schließlich ist für die eigentliche Bindung von SUMO an das 

vorgesehene Molekül verantwortlich. Dabei ist die Bedeutung des SUMOylierung von 

Verbindung zu Verbindung sehr unterschiedlich bzw. individuell ausgeprägt. Hiermit kann 

beispielsweise Einfluss auf den Ort, die Fragilität und das Ausmaß der Tätigkeit des 

Zielmoleküls genommen werden [175] [176]. 

 Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Anlagerung von SUMO an FKBP51 zu 

einer Reduktion der Aktivität des GR führt. Drei verschiedene Mechanismen wurden dabei 

beobachtet: 

• Glucocorticoide haben eine geringere Tendenz zur Bindung an den GR. 

• Der Wechsel der Lokalisation des GR vom Zytoplasma in den Nukleus wird erheblich 

unwahrscheinlicher. 

• Innerhalb des Nukleus wird die Transkriptionsrate von Genen, die durch den GR 

reguliert werden, herabgesetzt. 

Bleibt dagegen die SUMOylierung von FKBP51 aus, erfolgt eine vermehrte Expression von 

FKBP52. Nach Bindung des Liganden an den GR dissoziiert FKBP51 aus dem Proteinkomplex, 

während FKBP52 assoziiert und andere Bestandteile des Komplexes abgegeben werden. Dies 

erlaubt schließlich die Translokation des GR in den Nukleus und Initiierung der 

Genexpression (Abbilddung 11) [177]. 
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 Auch Cofaktoren von Hsp90 können indirekt zu einer Reduktion der GR-Funktion 

beitragen. Häufig besteht der Mechanismus der Interaktion mit Hsp90 darin, dass der 

jeweilige Cofaktor über eine TPR-Region verfügt und mit dieser sich an die am N-Terminus 

von Hsp90 lokalisierte EEVD-Sequenz anlagert [178] [179] [180]. Aufgrund der Vielzahl der 

mit Hsp90 assoziierten Moleküle existiert ein breites Spektrum an Verbindungen mit 

stimulierenden oder inhibierenden Effekten [181] [182] [183].  
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Abbildung 11. Regulation des GR durch SUMO, Hsp90, FKBP51 und FKPB52 [177]. 

Abkürzungen: SUMO, small ubiquitin-like modifier; PIAS4, protein inhibitor of activated 

STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription) 4. 
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2 Zielsetzung des Projekts 

 

In diesem Projekt untersuchten wir humane Nebennierentumore auf die Expression von 

Hsp90α, Hsp90β, FKBP51 und GR mittels Immunhistochemie. Nach semiquantitativer 

Auswertung wurden die Expressionen mit einer Reihe klinischer und pathologischer 

Parameter korreliert. Durch die Erfassung signifikanter Korrelationen wollten wir Hinweise 

gewinnen, ob die Anwesenheit der Hsps oder deren Cofaktoren Anteil an der 

Pathophysiologie von Nebennierenkarzinomen haben könnten. Zudem waren diese 

Untersuchungen Ausgangspunkt für die Frage, ob Hsp-Inhibitoren prinzipiell in der Therapie 

von Patienten mit Nebennierenkarzinomen zum Einsatz kommen könnten. 
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3 Material und Methoden 

 

3.1 Materialien und Reagenzien 

 

3.1.1 Allgemeine Laborgeräte 

 

Bezeichnung Marke Hersteller 

Pipettierhilfen Biosphere® 2 – 200 µl, 100 – 

1000 µl 

REF 70.760.211, Sarstedt AG 

& Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Pipettierhilfen Biosphere® 0,5 – 20 µl REF 70.1116.210, Sarstedt 

AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Analysewaage BP 121 S Sartorius Werkzeuge GmbH 

& Co. KG, Göttingen, 

Deutschland 

Mikrowelle Kor-6485 Dongbu Daewoo Electronics 

Corporation, Eschborn, 

Deutschland 

pH-Meter pH 521 WTW (Wissenschaftlich-

Technische Werkstätten), 

Weilheim (Oberbayern), 

Deutschland 

Vortexer Vortex Genie, Vortex Genie 2 Scientific Industries, 

Springfield, USA 

Minizentrifuge Zentrifuge MC 6 Sarstedt AG & Co., 

Nümbrecht, Deutschland 

Mikroskop Leica DMRB Leica Camera AG, Wetzlar, 

Deutschland 

Scanner MIRAX DESK 

(www.zeiss.de/mirax)  

Carl Zeiss MicroImaging 

GmbH, Göttingen, 
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Deutschland 

Mikrotom HM 335 E Produkt-ID: M-HM-335E, 

ProMeTec, Microm 

International GmbH, 

Walldorf, Deutschland 

Paraffinstreckbad SB 80 ProMeTec, Microm 

International GmbH, 

Walldorf, Deutschland 

Deckgläser 100 Stück, 24 x 

55 mm 

Menzel-Gläser Gerhard Menzel B.V. und Co. 

KG, Braunschweig, 

Deutschland 

Mounting Media 100 ml Permount Mounting Media Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 

Pipetten Eppendorf/Gilson Sarstedt AG & Co., 

Nümbrecht, Deutschland 

Reagiergefäße 2 ml SafeSeal Reagiergefäße REF 72.695.400, Sarstedt AG 

& Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Reagiergefäße 1,5 ml SafeSeal Reagiergefäße REF 72.706.400, Sarstedt AG 

& Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Reagiergefäße 0,5 ml SafeSeal Reagiergefäße REF 72.704.400, Sarstedt AG 

& Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Objektträger Menzel-Gläser, Superfrost® 

Plus 

REF J1800AMNZ, Thermo 

Scientific, Gerhard Menzel 

B.V. und Co. KG, 

Braunschweig, Deutschland 

Fettstift PAP PEN Kisker Biotech GmbH & Co. 

KG, Dutscher Group, 

Steinfurt, Deutschland 

Laborfilm Parafilm® American National Can TM, 
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IL 60631, Chicago, USA 

Laborhandschuhe Vasco® Basic B. Braun Melsungen AG, 

Melsungen, Deutschland 

Handtücher 2-lagig, weiß Tapira® Plus REF 07730003, GVS 

Großverbraucherspezialisten 

eG, Heidenheim, 

Deutschland 

Tabelle 7. Übersicht über verwendete allgemeine Laborgeräte. 

 

3.1.2 Reagenzien 

 

Substanz Bezeichnung Firma 

Phosphat gepufferte 

Kochsalzlösung (engl. 

phosphate-buffered saline 

(PBS)) 

Gibco®, live technologies TM REF 18912-014, Thermo 

Fisher Scientific, München, 

Deutschland 

Tween®20 für die 

Molekularbiologie, 250 ml 

Panreac ITW Companies, AppliChem 

GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Destilliertes Wasser 50 ml 

(Infusionslösung) 

Ampuwa® Fresenius Kabi Deutschland 

GmbH, Bad Homburg v.d.H., 

Deutschland 

Doppelt destilliertes Wasser 

10 l 

Kerndl Aqua Bidest. H. Kerndl GmbH, 

Weissenfeld, Deutschland  

Xylol 2,5 l Xylenes puriss. p.a., ACS 

reagent, reag. ISO, reag. Ph. 

Eur. 

Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Methanol 2,5 l Methanol puriss. p.a., ACS 

reagent, reag. ISO, reag. Ph. 

Eur., ≥ 99.8 % (GC) 

REF UN1230, Apotheke 

Innenstadt LMU München, 

Deutschland 

Ethanol 99 % 5 l Ethanol S99 % VG 1 % REF 5016030249002, SAV 
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Petrolether SAV K5L liquid production GmbH, 

Flintsbach am Inn, 

Deutschland 

Ethanol 96 % 5 l Ethanol 96 % vollst. verg. 

MEK/BITREX 

REF 5015044062002, CLN 

GmbH Chemikalien 

Laborbedarf, Niederhummel, 

Deutschland 

Ethanol 80 % 5 l Ethanol 80 % vollst. verg. 

MEK/BITREX 

REF 1004051726011, CLN 

GmbH Chemikalien 

Laborbedarf, Niederhummel, 

Deutschland 

Ethanol 70 % 5 l Ethanol 70 % vollst. verg. 

MEK/BIT. 

REF 5016030249006, CLN 

GmbH Chemikalien 

Laborbedarf, Niederhummel, 

Deutschland 

Ethanol 30 % 5 l Ethanol 30 % (V/V) mit 

Methylethylketon vergällt 

REF UN1170, Apotheke 

Innenstadt LMU München, 

Deutschland 

Wasserstoffperoxid 30 % 250 

ml 

EMSURE® ISO Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

3,3‘-Diaminobenzidin (DAB)- 

und Wasserstoffperoxid-

Tabletten 

SIGMAFAST TM Sigma® Life Science, Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim, Deutschland 

Humanes Serum 0,2 ml, 0,5 

ml, 1,0 ml 

Aus dem Blutkuchen Biochrom 501049, Merck 

KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

Harris-Hämatoxylin-Lösung Sigma-Aldrich® REF HHS32-1L, Sigma-Aldrich 

Inc., St. Louis, MO 63103, 

USA 

Eosin Y-Lösung Sigma-Aldrich® REF HT110232-1L, Sigma-

Aldrich Inc., St. Louis, MO 

63103, USA 
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Salzsäure rauchend 37 % Merck KGaA REF 1.00317.1000, Merck 

KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

Essigsäure 96 % Merck KGaA REF 1.00062.1000, Merck 

KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

Natronlauge c(NaOH) 5 mol/l Merck KGaA REF 1.09913.0001, Merck 

KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) 500 g Emsure® CAS-No: 7647-14-5, Merck 

KGaA, Darmstadt, 

Deutschland und EMD 

Millipore Corporation 

Billerica MA 01821, USA 

Tris-Base 1 kg Trizma®base CAS: 77-86-1, Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland und Sigma-

Aldrich Co., St. Louis, MO 

63103, USA 

EDTA 

(Ethylenediaminetetraacetic 

acid) diNa salt 

(C10H14N2O8Na2 ∙ 2 H2O) 500 

g 

99 + % E-5134, Sigma Chemical Co., 

St. Louis, MO 63178, USA 

Zitronensäure (C6H8O7) 1 kg ≥ 99,5 %, p.a., ACS, 

wasserfrei 

Art.-Nr. X863.2, Carl Roth 

GmbH und Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Natriumcitrat (C6H5Na3O7) 1 

kg 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 

(C6H5Na3O7 ∙ 2 H2O) z.A., ISO 

Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

Magnesiumsulfat-

Heptahydrat (MgSO4 ∙ 7 H2O) 

500 g 

≥ 99 %, p.a., ACS Art.-Nr. P027.1, Carl Roth 

GmbH und Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 
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Natriumhydrogencarbonat 

(NaHCO3) 1 kg 

≥ 99,5 %, p.a., ACS, ISO Art.-Nr. 6885.1, Carl Roth 

GmbH und Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Tabelle 8. Übersicht über verwendete Reagenzien. 

 

Reagenz Bezeichnung Firma 

Dako-Kit 

- HRP rabbit/mouse 

- Substrate buffer 

- DAB + Chromogen 

(X50) 

DakoREAL®, EnVision TM, 

Detection System, 

Peroxidase/DAB+, 

Rabbit/Mouse 

REF K5007, Dako, Dänemark 

A/S, DK-2600 Glostrup, 

Dänemark 

Hsp90α-Antikörper Klonnummer ERP3953 Abcam plc, 330 Cambridge 

Science Park, Cambridge, 

CB4 0FL, Großbritannien 

Hsp90β-Antikörper Klonnummer E296 Abcam plc, 330 Cambridge 

Science Park, Cambridge, 

CB4 0FL, Großbritannien 

FKBP51-Antikörper Klonnummer D-4 Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, Kalifornien, USA 

GR-Antikörper Klonnummer E-20 Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, Kalifornien, USA 

Tabelle 9. Übersicht über Reagenzien für Immunhistochemie. 

 

3.2 Herstellung der Lösungen 

 

3.2.1 Phosphat gepufferte Kochsalzlösung (engl. phosphate-buffered saline (PBS)) 

 

Die Herstellung von PBS erfolgte durch Auflösen von 1 Gibco®-PBS-Tablette (m(Na3PO4) = 

95,0 g; m(KCl) = 75,0 g; m(NaCl) = 58,0 g) in 500 ml doppelt destilliertem Wasser. Hierfür war 

ein Magnetrührer – wie bei der Herstellung anderer Lösungen – sinnvoll. 
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3.2.2 Tris-gepufferte Salzlösung (engl. Tris-buffered saline (TBS))  

 

Zunächst wurde TBS mit zehnfacher Konzentration vorbereitet, da TBS inklusive dem 

Detergenz Tween®20 (TBS-T) oft gebraucht wurde, aber ihre Produktion mit der Einstellung 

des pH-Werts auf 7,6 aufwändig war. So war ein recht großer Vorrat vorhanden und für die 

TBS-T mit der gewünschten Konzentration war lediglich eine Verdünnung mit doppelt 

destilliertem Wasser erforderlich. Bei der Produktion der zehnfach konzentrierten TBS 

wurden 87,7 g NaCl und 60,6 g Tris-Base sorgfältig abgewogen und in 800 ml doppelt 

destilliertes Wasser gegeben. Daraufhin wurde mittels HCl (ggf. auch NaOH bei 

Überdosierung von HCl) der pH-Wert auf 7,6 eingestellt. Schließlich wurde die Lösung mit so 

viel doppelt destilliertem Wasser aufgefüllt, sodass insgesamt ein Volumen von 1 l erreicht 

wurde.  

 Um TBS-T mit einfacher Konzentration zu erhalten, wurden 100 ml TBS mit 

zehnfacher Konzentration in 900 ml doppelt destilliertem Wasser verdünnt und mit einer 

Pipette 0,5 ml Tween®20 hinzugefügt.  

 

3.2.3 Lösung aus 1 M Tris-HCl (pH 7,4) und 1 % Tween®20 

 

Zur Vorbereitung von 1 l 1 M Tris-HCl (pH 7,4) wurden 121,14 g Tris-Base genau abgewogen 

und in 800 ml doppelt destilliertes Wasser gelöst. Anschließend wurde mittels HCl (ggf. auch 

NaOH bei Überdosierung von HCl) der pH-Wert auf 7,4 gebracht. Als nächster Schritt wurde 

der Lösung so viel doppelt destilliertes Wasser hinzugefügt, sodass sich ein Gesamtvolumen 

von 1 l ergab.  

Um 15 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,4) mit 1 % Tween®20 herzustellen, wurden 15 ml von 

Tris-HCl (pH 7,4) mit Pipetten in ein entsprechendes Reagiergefäß gegeben und mit einer 

Pipette 0,15 ml Tween®20 der Lösung hinzugefügt.  
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3.2.4 Tris-Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)-Puffer (TE-Puffer) (100 mM, pH 9,0, 1 l) 

 

Die Herstellung von 1 l 100 mM TE-Puffer (pH 9,0) erfolgte durch sorgfältige Bestimmung 

von 1,21 g Tris-Base sowie 0,37 g EDTA, diNa salt. Beide Stoffe wurden einem Messbecher 

zugeführt und in 800 ml doppelt destilliertes Wasser gelöst. Im Anschluss daran erfolgte mit 

HCl (ggf. auch NaOH bei Überdosierung von HCl) die Einstellung des pH-Werts auf 9,0. 

Schließlich wurden der Lösung noch 0,5 ml Tween®20 mit einer Pipette hinzugefügt. Zum 

Abschluss wurde der Messbecher mit so viel doppelt destilliertem Wasser aufgefüllt, damit 

das Volumen insgesamt 1 l betrug. Verwendet wurde schließlich 10 mM TE-Puffer durch 

Verdünnung von 100 ml 100 mM TE-Puffer in 900 ml doppelt destilliertem Wasser. 

 

3.2.5 Zitratpuffer (10 mM, pH 6,0, 1 l) 

 

Um den Zitratpuffer vorzubereiten waren zunächst zwei Stammlösungen erforderlich. Diese 

wurden als Stammlösung A und Stammlösung B bezeichnet. Für die Stammlösung A wurden 

19,2 g C6H8O7 (Zitronensäure) in 1 l doppelt destilliertes Wasser gegeben, sodass 0,1 M 

C6H8O7 entstand. Bei der Stammlösung B erfolgte die Lösung von 29,4 g C6H5Na3O7 

(Natriumcitrat) in 1 l doppelt destilliertem Wasser. 

 Damit man 1 l 10 mM Zitratpuffer (10 mM, pH 6,0) erhielt, war die Lösung von 18 ml 

Stammlösung A und 82 ml Stammlösung B sowie 0,5 ml Tween®20 in 900 ml doppelt 

destilliertem Wasser erforderlich.  

 

3.2.6 Differenzierungslösung 

 

Zur Herstellung von 1 l Differenzierungslösung erfolgte die Gabe von 2,5 ml HCl 37,5 % in 1 l 

Ethanol 70 %. 

 

3.2.7 Scott’s tap water substitution 
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Für die Vorbereitung von Scott’s tap water substitution wurden 40,9 g MgSO4 und 3,8 g 

NaHCO3 genau abgewogen. Schließlich wurden die Substanzen in einen Messbecher 

gegeben und es wurde so viel doppelt destilliertes Wasser hinzugefügt, sodass ein 

Gesamtvolumen von 1 l erreicht wurde. 

 

3.2.8 Eosin 

 

Die Herstellung von Eosin erfolgte durch die Lösung von 100 ml Eosin Y-Lösung in 0,5 ml 

C2H4O2 (Essigsäure) 96 % (Eisessigsäure).  

 

3.3 Der Tissue Microarray 

 

Etwa seit dem Jahr 2000 hat sich der „Tissue microarray“ (TMA) als neue Technologie 

etabliert. Besonders gut sind TMAs dazu geeignet, die Expression von bestimmten 

Zielmolekülen sowie die Morphologie von vielen Gewebeproben in besonders 

standardisierter Weise zu untersuchen. Vor allem für onkologische Fragestellungen findet 

die Methode Anwendung [184] [185].  

 Für einen TMA ist es essentiell, dass repräsentativste Anteile eines Tumors 

ausgewählt werden. Von diesen Bereichen werden Stanzzylinder aus dem Paraffinblock 

gewonnen und diese Zylinder wiederum in Paraffin eingebettet, sodass möglichst viele – 

mitunter bis zu 1.000 – Proben in den Block passen. Hiervon können mit einem Mikrotom 

viele (bis zu 300) Schnitte angefertigt und auf Objektträger gezogen werden. Schließlich kann 

man die vielen kleinen Gewebe weiteren Untersuchungen zuführen wie in unserem Fall der 

Immunhistochemie. Noch zeiteffizienter kann man das Vorgehen bei der TMA-Technologie 

gestalten, indem zunächst zahlreiche Blöcke mit einer großen Anzahl an in Paraffin 

eingebetteten Proben hergestellt werden. Damit enthält ein TMA sehr zahlreiche 

Gewebeproben und von diesen die besonders repräsentativen Areale, wohingegen nach 

dem traditionellen Procedere auf einem Objektträger oft nur ein oder zwei verschiedene 

Tumorproben Platz haben (Abbildung 12). Der Durchsatz pro Arbeitsgang ist damit 

wesentlich höher [186]. 
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 Zunächst muss, wie bereits oben angesprochen, die für den TMA vorgesehene Region 

optimal gewählt werden, damit kein „selection bias“ entsteht [187]. Hierbei können 

Hämatoxylin-Eosin-Färbungen helfen. Unter Verwendung von TMAs ändert sich der 

Hauptaufwand der Tätigkeit bei der Vorbereitung der Proben. Beim klassischen Vorgehen 

mit normal großen Geweben ist man im Wesentlichen mit dem Erstellen der Schnitte am 

Mikrotom sowie der Beschriftung der Objektträger mit den korrekten Nummern der 

Tumorproben beschäftigt. Bei der TMA-Technologie umfassen die Auswahl der idealen 

Gewebeareale und die Produktion der kleinen Zylinderstanzen sowie das Einbetten in 

Paraffinblöcke unter Einhaltung des bestmöglichen Abstands (so wenig wie möglich, so viel 

wie nötig) den größten Zeitaufwand [188]. 

 

 

Abbildung 12. Vergleich traditioneller Untersuchungsverfahren (oben) und der TMA-
Technologie (unten) [186]. 
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3.4 Patienten und Gewebe 

 

Die den Untersuchungen zugrunde liegenden Gewebeproben stammen aus zwei 

unterschiedlichen Kollektiven: 

• 33 Gewebeblöcke von Nebennierenrindentumoren (hier als „Kohorte 1“ bezeichnet, 

Tabellen 10 und 11). 26 Proben stammen aus dem Klinikum der Ludwig-Maximilians-

Universität München und 7 Proben wurden uns freundlicherweise vom 

Universitätsklinikum Würzburg überlassen. 

• 80 ACCs (hier als „Kohorte 2“ bezeichnet), repräsentiert mit jeweils 3 Stanzzylindern 

und 30 Negativkontrollen wie beispielsweise Exemplare gesunder humaner Leber, 

Niere und Placenta auf insgesamt zwei TMAs (Tabelle 12). Beide TMAs in 

Objektträgerform erhielten wir freundlicherweise von Esther Korpershoek und 

Ronald de Krijger von der Erasmus Universität Rotterdam. 

Alle Patienten wurden im Rahmen des ENSAT-Registers untersucht nach entsprechender 

Genehmigung durch die Ethikkommissionen der beteiligten Zentren und nach 

unterschriebenem „informed consent“ durch die Patienten. 

 

Art des Tumors (Diagnose) Anzahl an Gewebeproben 

(%) 

Adrenocorticales Karzinom (ACC) 6 (18,2 %). 

   - Mit Hormonaktivität    - 4 (12,1 %). 

   - Ohne Hormonaktivität    - 2 (6,3 %). 

Cortisol produzierende Adenome 18 (54,5 %). 

   - Mit Cushing-Syndrom    - 14 (42,4 %). 

   - Mit subklinischem Cushing-Syndrom    - 4 (12,1 %). 

Androgen produzierendes Adenom 1 (3,0 %). 

Inzidentalome (Adenome ohne Hormonaktivität) 8 (24,2 %). 

Insgesamt 33 (100,0 %). 

Tabelle 10. Übersicht über die Tumorarten von Kohorte 1. 
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Parameter Daten 

Geschlecht Weiblich: 28/33 (84,8 %).  

Männlich: 5/33 (15,2 %). 

Alter bei Diagnosestellung (Jahre) 49,0 ± 17,9. 

Zeit bis zum Tod oder letztem follow-up 

(Jahre)  

3,9 ± 3,4 (0,1 – 15,8). 

Krankheitsbedingter Tod 3/14 (21,4 %). 

Tumortyp (Dignität) Benigne: 27/33 (81,8 %).  

Maligne: 6/33 (18,2 %). 

Klinische Symptomatik Weder Cushing noch Virilismus: 11/24 (45,8 

%). 

Cushing: 9/24 (37,5 %). 

Virilismus: 2/24 (8,3 %). 

Cushing und Virilismus: 2/24 (8,3 %). 

Rezidiv 2/12 (16,7 %). 

Metastasierung 3/32 (9,4 %). 

Resektionsstatus R0: 22/23 (95,7 %). 

R1: 0/23 (0,0 %). 

R2: 1/23 (4,3 %). 

Hormonproduktion 17/26 (65,4 %). 

Cortisolproduktion (ohne weitere Hormone) 11/26 (42,3 %). 

Androgenproduktion (ohne weitere 

Hormone) 

2/26 (7,7 %). 

Androgen- und Cortisolproduktion 3/26 (11,5 %). 

ACTH- und Cortisolproduktion 1/26 (3,8 %). 

Tumorgröße (cm) 4,9 (1, – 22,0). 

Weiss-Score (%) 2,3 (1 – 5). 

Ki-67-Index (%) 11,0 (1 – 40). 

ENSAT-Stadium (für ACC) Stadium 1: 0/6 (0,0 %). 

Stadium 2: 3/6 (50,0 %). 

Stadium 3: 3/6 (50,0 %). 

Stadium 4: 0/6 (0,0 %). 
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Tabelle 11. Übersicht über die klinischen Daten von Kohorte 1. 

 

Parameter Daten 

Geschlecht Weiblich: 47/80 (58,8 %).  

Männlich: 33/80 (41,3 %). 

Alter bei Diagnosestellung (Jahre) 50,0 ± 15,6. 

Tumorgröße (cm) 10,3 (7,5 – 15,1). 

Weiss-Score (%) 6 (5,5 – 7). 

Ki-67-Index (%) 14 (5 – 30). 

Krankheitsbedingter Tod 40/77 (51,9 %). 

Metastasierung 52/78 (66,7 %). 

Resektionsstatus R0: 43/67 (64,2 %). 

R1: 7/67 (10,4 %). 

R2: 17/67 (25,4 %). 

Hormonproduktion 45/78 (57,7 %). 

Cortisolproduktion 34/78 (43,6 %). 

Androgenproduktion 23/78 (29,5 %). 

ENSAT-Stadium (für ACC) Stadium 1: 6/74 (8,1 %). 

Stadium 2: 36/74 (48,7 %). 

Stadium 3: 16/74 (21,6 %). 

Stadium 4: 16/74 (21,6 %). 

Tabelle 12. Übersicht über die klinischen Daten von Kohorte 2. 

 

3.5 Hämatoxylin-Eosin-Färbung  

 

Die Gewebeproben wurden nacheinander in folgende Lösungen gegeben, die sich jeweils in 

eigenen Glaswannen befanden: 

• Für 10 Minuten in 100 % Xylol, 

• erneut für 10 Minuten in 100 % Xylol, 

• für 5 Minuten in 100 % Ethanol,  
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• erneut für 5 Minuten in 100 % Ethanol, 

• für 5 Minuten in 70 % Ethanol, 

• für 5 Minuten in 30 % Ethanol, 

• für 5 Minuten in doppelt destilliertes Wasser, 

• für 1 Minute in Hämatoxylin nach Harris, 

• für 30 Sekunden in Leitungswasser, 

• für 5 Minuten in Differenzierungslösung,  

• erneut für 5 Minuten in Differenzierungslösung, 

• für 1 Minute in Leitungswasser, 

• für 1 Minute in Scott’s tap water substitution,  

• für 10 Sekunden in doppelt destilliertes Wasser, 

• für 15 Sekunden in Eosin, 

• für 15 Sekunden in doppelt destilliertes Wasser, 

• für 1 Minute in 80 % Ethanol,  

• für 2 Minuten in 100 % Ethanol, 

• erneut für 2 Minuten in 100 % Ethanol, 

• für 5 Minuten in 100 % Xylol und 

• erneut für 5 Minuten in 100 % Xylol. 

Schließlich wurde das Deckmedium auf die Objektträger aufgetragen, Deckgläser darüber 

gelegt und etwaige Luftblasen entfernt, sodass die Gewebeproben danach im 

Lichtmikroskop untersucht werden konnten. 

 

3.6 Immunhistochemie 

 

3.6.1 Anfertigung der Schnitte 

 

Zum Anfertigen der Präparate wurden die Paraffinblöcke am Mikrotom 2 µm dick 

geschnitten und auf Wasser, das zuvor auf 40 °C erhitzt worden war, in einem 

Paraffinstreckbad gelegt. Schließlich wurden sie auf den Objektträger gezogen und über 24 
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Stunden bei 37 °C im Inkubator gelagert. Daraufhin konnten sie zur immunhistochemischen 

Färbung verwendet werden.  

 

3.6.2 Deparaffinisierung der Schnitte 

 

Die Objektträger wurden, um unnötiges Paraffin zu entfernen, nacheinander in folgenden 

Lösungen inkubiert: 

• Für 10 Minuten in 100 % Xylol, 

• erneut für 10 Minuten in 100 % Xylol, 

• für 5 Minuten in 100 % Ethanol,  

• erneut für 5 Minuten in 100 % Ethanol, 

• für 5 Minuten in 70 % Ethanol und daraufhin 

• für 5 Minuten in 30 % Ethanol. 

Zum Abschluss der Deparaffinisierung wurden die Objektträger noch für 2 Minuten in PBS 

gewaschen. 

 

3.6.3 Erhitzen zur Antigenfreilegung unter Verwendung von TE-Puffer (pH 9,0) bzw. 

Zitratpuffer (pH 6,0) 

  

Zuerst wurde der Puffer in eine Glaswanne gegeben und für 3 Minuten in der Mikrowelle 

erhitzt, bis der Puffer zu sieden begann, also eine Temperatur von etwa 95 bis 100 °C 

erreichte. Erst dann sollten die Objektträger in den bereits heißen Puffer hinzugegeben 

werden. Der jeweilige Puffer wurde für 15 Minuten weiterhin in der eingeschalteten 

Mikrowelle belassen, um eine Temperatur des Puffers von etwa 80 bis 90 °C zu erhalten. 

Daraufhin wurden die Objektträger noch für weitere 40 Minuten bei Raumtemperatur 

außerhalb der Mikrowelle stehen gelassen. Anschließend kamen die Gewebeproben dann 

zum Waschen in eine Glaswanne mit PBS. Beim Hsp90α- und GR-Antikörper wurde 

Zitratpuffer, beim Hsp90β und FKBP51-Antikörper wurde TE-Puffer verwendet. 
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3.6.4 Blockade der endogenen Peroxidaseaktivität und unspezifischer Antigene 

 

Zunächst wurde eine Mischung aus 1,5 ml 3 % Wasserstoffperoxid und 50 ml Methanol 

vorbereitet, mit der die endogene Peroxidaseaktivität blockiert wird. Daraufhin wurden die 

Präparate in dieser Lösung für eine Dauer von 10 Minuten inkubiert und anschließend noch 

5 Minuten in PBS gewaschen. Als nächstes wurde der Blockierungspuffer, der unspezifische 

Antigenbindungen verhindern soll, in einem Reaktionsgefäß vorbereitet. Dies geschah 

folgendermaßen: 

• Anhand der Anzahl und der Größe von den verwendeten Gewebeproben entschied 

man zunächst, welches Gesamtvolumen V(gesamt) sinnvoll ist. 

• Gebraucht wurde Tris-HCl mit einem pH-Wert von 7,4 sowie ein Detergenz, nämlich 

Tween20. Beide Stoffe wurden gemischt und schließlich das Volumen aus dieser 

Mischung bestimmt: V(0,1 M Tris-HCl pH 7,4 und 0,1 % Tween20) = V(gesamt) ∙ 0,1. 

• Ferner verwendeten wir auch humanes Serum, dessen Volumen wir wie folgt 

errechneten: V(20 % humanes Serum) = V(gesamt) ∙ 0,2. 

• Um das benötigte Gesamtvolumen zu erreichen, wurde abschließend destilliertes 

Wasser hinzugegeben, dessen Volumen sich folgendermaßen ergibt: V(destilliertes 

Wasser) = V(gesamt) – (V(0,1 M Tris-HCl pH 7,4 und 0,1 % Tween 20) + V(20 % 

humanes Serum)). 

Die entsprechenden Volumina von 0,1 M Tris-HCl pH 7,4 und 0,1 % Tween20, 20 % humanes 

Serum sowie dem destillierten Wasser wurden durch Pipettieren in ein Reaktionsgefäß 

gegeben. Nachdem der Blockierungspuffer fertig zubereitet war, wurden die Objektträger 

mit Papiertüchern abgetrocknet und die Gewebeproben mit einem Fettstift umkreist, damit 

keine Flüssigkeit aus dem Kreis herausfließt. Danach wurde der Blockierungspuffer in den 

Kreis mit den Gewebeproben gegeben und die Objektträger in einer befeuchteten Box für 60 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurde der Blockierungspuffer von den 

Gewebeproben entfernt, indem die Objektträger auf einem Stapel Papiertücher abgeklopft 

wurden. Außerdem wurden die Präparate noch 5 Minuten lang in einer Glaswanne mit Tris-

buffered saline inklusive Tween20 (TBS-T) gewaschen. 
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3.6.5 Inkubation mit dem primären Antikörper 

 

Während sich die Gewebeproben in der Glaswanne mit TBS-T befanden, konnten die 

Reagenzien für die Negativkontrollen sowie mit den primären Antikörpern hergestellt 

werden. Dies wurde folgendermaßen durchgeführt: 

Negativkontrollen  

Die Herstellung erfolgt genauso wie beim Blockierungspuffer: 

• Anhand der Anzahl und der Größe von den verwendeten Gewebeproben entschied 

man zunächst, welches Gesamtvolumen V(gesamt) sinnvoll ist. 

• V(0,1 M Tris-HCl pH 7,4 und 0,1 % Tween20) = V(gesamt) ∙ 0,1. 

• V(20 % humanes Serum) = V(gesamt) ∙ 0,2. 

• V(destilliertes Wasser) = V(gesamt) – (V(0,1 M Tris-HCl pH 7,4 und 0,1 % Tween 20) + 

V(20 % humanes Serum)). 

Primäre Antikörper  

Durch vorausgegangene immunhistochemische Färbungen konnte man sagen, welche 

Konzentration für welchen primären Antikörper gut geeignet ist. 

• Hsp90α (ERP3953)-Antikörper: c(Hsp90α-Antikörper) = 1 : 300 

• Hsp90β (E296)-Antikörper: c(Hsp90β-Antikörper) = 1 : 750 

• FKBP51 (D-4)-Antikörper: c(FKBP51-Antikörper) = 1 : 200 

• GR (E-20)-Antikörper: c(GR-Antikörper) = 1 : 80 

Im Anschluss ist die allgemeine Berechnung der Puffer für die primären Antikörper 

aufgeführt: 

• Anhand der Anzahl und der Größe von den verwendeten Gewebeproben entschied 

man zunächst, welches Gesamtvolumen V(gesamt) sinnvoll ist. 

• V(0,1 M Tris-HCl pH 7,4 und 0,1 % Tween20) = V(gesamt) ∙ 0,1. 

• V(20 % humanes Serum) = V(gesamt) ∙ 0,2. 

• V(primärer Antikörper) = V(gesamt) ∙ c(primärer Antikörper). 
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• V(destilliertes Wasser) = V(gesamt) – (V(0,1 M Tris-HCl pH 7,4 und 0,1 % Tween 20) + 

V(20 % humanes Serum) + V(primärer Antikörper)). 

Die Objektträger wurden wiederum mit Papiertüchern abgetrocknet, bei Bedarf wurde der 

Kreis mit dem Fettstift nachgezeichnet und schließlich die entsprechenden Reagenzien auf 

die entsprechenden Gewebeproben aufgetragen. Für 16 Stunden wurden die Objektträger 

über Nacht in einer befeuchteten Box im Kühlraum (ca. 4 °C) inkubiert (Ausnahme: Beim GR-

Antikörper wurden die Objektträger nur für 1 Stunde in einer befeuchteten Box bei 

Raumtemperatur inkubiert.). 

 

3.6.6 Inkubation mit dem sekundären Antikörper 

 

Zunächst galt es, den Puffer für die Negativkontrolle und den Puffer mit dem primären 

Antikörper von den Gewebeproben zu entfernen, indem die Objektträger erneut auf einem 

Stapel Papiertüchern abgeklopft wurden. Anschließend wurden die Präparate viermal für 5 

Minuten in einer Glaswanne mit TBS-T gewaschen. 

 Als sekundärer Antikörper wurde der Dako-Kit verwendet, der als entsprechendes 

Reagenz „HRP rabbit/mouse” enthielt, in dem sich der sekundäre Antikörper befand.  

Schließlich wurden die Objektträger mit Papiertüchern abgetrocknet, bei Bedarf der 

Kreis um die Gewebeproben mit dem Fettstift nachgezeichnet und schließlich der Puffer mit 

dem entsprechenden sekundären Antikörper hinzugegeben. Die Objektträger wurden mit 

dem aufgetragenen Puffer für 30 Minuten in einer befeuchteten Box bei Raumtemperatur 

inkubiert. 

 Nach Ablauf der 30 Minuten wurden die Objektträger auf einem Stapel Papier 

abgeklopft, damit der Antikörperpuffer nicht länger auf den Gewebeproben bleibt. Die 

Präparate werden nun viermal für 5 Minuten in einer Glaswanne mit TBS-T gewaschen. 

 

3.6.7 Färbung mit Substrat-Chromogen-Lösung 
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Bei allen in diesem Projekt verwendeten Antikörpern wurde die Substrat-Chromogen-Lösung 

mit dem Dako-Kit zubereitet. Es gab eine Flasche mit Substratpuffer sowie eine Flasche mit 

flüssigem 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) und Chromogen. Nacheinander wurden in ein 

Reaktionsgefäß der Substratpuffer und die flüssige DAB-Chromogen-Mischung (Verhältnis 

Substratpuffer : flüssige DAB-Chromogen-Mischung = 50 : 1; beispielsweise 1000 µl 

Substratpuffer + 20 µl flüssige DAB-Chromogen-Mischung) gegeben und abschließend die 

neu entstandene Lösung im Reaktionsgefäß mittels Vortexen gemischt.  

Nach Beendigung des 20-minütigen Waschvorgangs in einer Glaswanne mit TBS-T 

wurden die Objektträger kurz in destilliertes Wasser gelegt, daraufhin mit Papiertüchern 

getrocknet und bei Bedarf der Kreis um das Gewebe mit dem Fettstift nachgezeichnet. 

Sodann wurden die entsprechenden Substrat-Chromogen-Lösungen auf die entsprechenden 

Gewebeproben aufgetragen und für unterschiedlich lange Zeiten bei Raumtemperatur 

stehengelassen (Hsp90α: 4 Minuten, Hsp90β: 90 Sekunden, FKBP51: 90 Sekunden, GR: 5 

Minuten). Danach wurde die Substrat-Chromogen-Lösung von den Geweben durch 

Abklopfen der Objektträger auf Papiertüchern entfernt. Die Gewebeproben wurden 

wiederum kurz in destilliertes Wasser gelegt und schließlich für 5 Minuten in einer 

Glaswanne mit PBS gewaschen. 

 

3.6.8 Gegenfärbung mit Hämatoxylin 

 

Hierfür ist eine Vielzahl von Glaswannen mit entsprechenden Substanzen darin notwendig. 

Das Vorgehen zum Anfärben der Gewebeproben mit Hämatoxylin nach Harris ist im 

Folgenden aufgeführt: 

• Kurzes Waschen der Objektträger in destilliertem Wasser. 

• Anfärben der Gewebe mit Hämatoxylin nach Harris für 90 Sekunden. 

• Waschen der Gewebeproben in Leitungswasser für 30 Sekunden. 

• Inkubation der Objektträger in Differenzierungslösung für 3 Minuten. 

• Waschen der Gewebeproben in Leitungswasser für 30 Sekunden. 

• Inkubation der Objektträger mit Scott’s tap water substitution für 60 Sekunden. 

• Waschen der Gewebeproben in destilliertem Wasser für 60 Sekunden. 
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3.6.9 Dehydrierung und Auflage der Deckgläser 

 

Das Vorgehen mit den Objektträgern zur Dehydrierung ist im Anschluss beschrieben: 

• Für 2 Minuten in 30 % Ethanol,  

• für 2 Minuten in 70 % Ethanol,  

• für 2 Minuten in 100 % Ethanol, 

• erneut für 2 Minuten in 100 % Ethanol,  

• für 5 Minuten in 100 % Xylol und 

• erneut für 5 Minuten in 100 % Xylol. 

Zum Abschluss der Immunhistochemie sind noch ein Deckmedium sowie Deckgläser für die 

Objektträger erforderlich. Letztere werden aus der Glaswanne mit 100 % Xylol genommen 

und mit Papiertüchern getrocknet. Daraufhin wird durch Pipettieren an der oberen Kante 

des Objektträgers das Eindeckmedium aufgetragen und das Deckglas von oben nach unten 

auf den Objektträger gelegt. Dabei ist es entscheidend, das Entstehen von Luftblasen soweit 

wie möglich zu verhindern. Sollten Luftblasen dennoch vorhanden sein, versucht man, sie 

mit einer flachen Oberfläche (z.B. hinteres Ende eines Bleistifts) wegzudrücken. Schließlich 

ist man mit der immunhistochemischen Färbung fertig und die Gewebeproben können unter 

dem Mikroskop fotografiert und analysiert werden.  

 

3.7 Quantifizierung der immunhistochemischen Färbung 

 

3.7.1 Gewebeblöcke 

 

Die 33 Gewebeblöcke der Kohorte 1 wurden nach der Immunhistochemie fotodokumentiert: 

Mit dem Mikroskop Leica DMRB (Firma Leica Camera AG®, Wetzlar, Deutschland) wurden 

von jedem Gewebe 30 Bilder mit 400x-Vergrößerung erstellt. Wir definierten vier 

Kategorien, die der Einteilung der jeweiligen Zellen in verschiedene Signalintensitätsstufen 

dienten: „0“ für „kein Signal“, „1“ für „geringe Signalintensität“, „2“ für „mäßige 
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Signalintensität“ und „3“ für „hohe Signalintensität“ (Tabelle 13). Bei den mit Hsp90α- und 

Hsp90β-Antikörpern behandelten Proben wurde das Signal im Zytosol, bei den mit FKBP51- 

und GR-Antikörpern behandelten Geweben wurde das Signal im Nukleus untersucht, da die 

entsprechenden Zielstrukturen typischerweise dort zu finden sind. Schließlich wählten wir 

für jedes Gewebe aus allen Bildern die 10 repräsentativsten Bilder aus, zählten die 

vorhandenen Zellen und ordneten Sie den entsprechenden Kategorien zu. Berechnet 

wurden die jeweiligen H-Scores dann folgendermaßen:  

Die Variable n steht für die „Anzahl an Zellen“. 

Individueller H-Score (für ein Bild) = 
��∗����∗����∗����∗� 

�
. 

Individueller H-Score (für ein Gewebe) = 
∑
������� ��� �� ����ä������������ �������

��
. 

 

Antigen Kategorie 0 Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3 

Hsp90α 

(Zytosol) 

    

Hsp90β 

(Zytosol) 

   

FKBP51 

(Nukleus) 
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GR 

(Nukleus) 

Tabelle 13. Beispielhafte Übersicht über die Zuordnung verschiedener 
Signalintensitätsstufen in die entsprechenden Kategorien. 

 

3.7.2 Tissue microarray 

 

Für die Kohorte 2 nutzten wir viermal (wegen vier untersuchten molekularen Zielstrukturen) 

zwei TMAs in Objektträgerform, die insgesamt jeweils drei Proben von 80 ACCs sowie 30 

Negativkontrollen enthielten. Die Immunhistochemie wurde wie oben unter 3.6 beschrieben 

durchgeführt. Mit dem Gerät MIRAX DESK-Scanner (www.zeiss.de/mirax, Firma Zeiss 

MicroImaging GmbH®, Göttingen, Deutschland) wurden die insgesamt acht TMAs gescannt 

und quantifiziert (Abbildung 13). Auch hier gilt: Bei den mit Hsp90α- und Hsp90β-

Antikörpern behandelten Proben wurde das Signal im Zytosol, bei den mit FKBP51- und GR-

Antikörpern behandelten Geweben wurde das Signal im Nukleus untersucht, da die 

entsprechenden Zielstrukturen typischerweise dort zu finden sind. Wiederum wurde 

unterschieden zwischen negativen, wenig gefärbten, mäßig gefärbten und stark gefärbten 

Zellen.  
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3.8 Statistik 

 

Wir verglichen die H-Scores, beruhend auf der Intensität im Zytosol (für Hsp90α und Hsp90β) 

bzw. Nukleus (für FKBP51 und GR) mit verschiedenen klinischen Parametern wie Geschlecht, 

Art des Tumors (Diagnose), klinische Symptomatik, Hormonproduktion, Rezidiv, 

Metastasierung, krankheitsbedingter Tod, Alter bei Diagnosestellung, Gesamtüberleben, 

Tumorgröße, Weiss-Score, Ki-67-Proliferationsindex und ENSAT-Stadium für ACC. Als Tests 

verwendeten wir für die Kohorte 1 den t-Test (bei zwei Variablen, eine davon unterteilt in 

zwei Kategorien) und die Varianzanalyse (ANOVA, bei über zwei Kategorien) sowie für die 

Kohorte 2 den Wilcoxon-Test (bei zwei Variablen, eine davon unterteilt in zwei Kategorien) 

bzw. den Kruskal-Wallis-Test (bei über zwei Kategorien). Außerdem wurde in einigen Fällen 

der Korrelationskoeffizient nach Spearman rs (z.B. für Beziehungen zwischen den H-Scores 

der vier molekularen Zielstrukturen untereinander) berechnet. Für die statistische Analyse 

Probe: NLEI-5   – Immunhistochemie: Hsp90β.50µm

Unterscheidung und Bestimmung der Anzahl der jeweiligen
Zellkomponente (Zytosol oder Nukleus)

Zytosol Nukleus

Niedrig

Intermediär

Hoch

Bewertung der Signalintensität

Negativ

 

Abbildung 13. Von den immunhistochmisch behandelten Gewebeproben zu den mit dem 
MIRAX DESK-Scanner ermittelten Ergebnissen der Signalintensität. 
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(Berechnung der p-Werte, Korrelationskoeffizienten nach Spearman rs, Erstellung 

verschiedener Abbildungen etc.) verwendeten wir Software „IBM SPSS Statistics“ (Version 

25, Firma IBM®, Armonk, New York, USA). Bei Kohorte 2 wurden allerdings die Untersuchung 

mit dem Scanner und die statistischen Berechnungen ausschließlich durch Herrn Dr. 

Masanori Murakami am Helmholtz Zentrum München durchgeführt. Für die Statistik 

verwendete er die Software „R“ (https://www.r-project.org, Günter Faes, Dormagen, 

Deutschland). Als Signifikanzniveau wählten wir α = 0,05, sodass bei uns signifikante 

Beziehungen bei p < 0,05 vorlagen. 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Ergebnisse der Analyse von Kohorte 1 

 

Bei der Analyse konnten die in den unten stehenden Tabellen (Tabellen 14 und 15) 

aufgeführten p-Werte berechnet werden. Signifikante Beziehungen (p < 0,05) wurden fett 

hervorgehoben. Bezüglich der Frage nach krankheitsbedingtem Tod, Metastasierung und 

Rezidiv ist eine Unterscheidung nur zwischen den ACCs sinnvoll. Da mangels klinischer Daten 

bei diesen Fragestellungen stets mindestens eine Gruppe nur eine Fallzahl von n = 2 aufwies, 

war keine vernüftige Berechnung einer Signifikanz möglich. Die Tabellen mit den einzelnen 

Daten (z.B. Fallzahl, Mittelwert, Standardabweichung) zum jeweiligen Parameter, die im Text 

bereits erwähnt werden, befinden sich als Zusatzmaterial im Anhang unter dem Punkt 8.1.1. 

 

 Hsp90α (H-

Score) 

Hsp90β (H-

Score) 

FKBP51 (H-

Score) 

GR (H-Score) 

Hsp90α (H-

Score) 

- 0,102 0,847 0,093 

Hsp90β (H-

Score) 

0,102 - 0,021 0,245 

FKBP51 (H-

Score) 

0,847 0,021 - 0,013 

GR (H-Score) 0,093 0,245 0,013 - 

Tabelle 14. Übersicht über die p-Werte der Korrelationen zwischen der Expression der 
Zielstrukturen untereinander bei der Kohorte 1. 

 

 Hsp90α (H-

Score) 

Hsp90β (H-

Score) 

FKBP51 (H-

Score) 

GR (H-Score) 

Geschlecht 0,175 0,130 0,877 0,879 
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Krankheitsbedingter 

Tod 

Wegen zu geringer Fallzahl (nur ACC, mindestens eine Gruppe n = 2 

mangels klinischer Daten) keine sinnvolle Signifikanz bestimmbar 

Rezidiv Wegen zu geringer Fallzahl (nur ACC, mindestens eine Gruppe n = 2 

mangels klinischer Daten) keine sinnvolle Signifikanz bestimmbar 

Metastasierung Wegen zu geringer Fallzahl (nur ACC, mindestens eine Gruppe n = 2 

mangels klinischer Daten) keine sinnvolle Signifikanz bestimmbar 

Tumorhistologie 

(ACA vs. ACC) 

0,857 0,001 0,316 0,650 

Histologie und 

Funktionalität 

0,682 0,003 0,557 0,765 

Hormonaktivität (ja 

oder nein) 

0,473 0,062 0,965 0,952 

Hormonproduktion 

(differenziert) 

0,696 0,001 0,454 0,865 

Klinische 

Symptomatik 

0,913 0,008 0,096 0,371 

Alter bei Diagnose-

stellung 

0,932 0,120 0,155 0,805 

Gesamtüberleben 0,560 0,731 0,819 0,484 

Tumorgröße 0,462 0,956 0,181 0,480 

Weiss-Score 0,824 0,108 0,545 0,298 

Tabelle 15. Übersicht über die p-Werte einiger Korrelationen bei der Kohorte 1. 

 

4.1.1 Hsp90α 
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Bezüglich Hsp90α konnten keine Korrelationen mit klinischen Parametern gefunden werden, 

welche statistisch signifikant waren. Es zeigte sich eine eher höhere Expression von Hsp90α 

bei ACCs mit Rezidiv (n = 2, Mittelwert = 1,48, Standardabweichung = 0,20) als bei ACCs ohne 

Rezidiv (n = 2, Mittelwert = 0,00, Standardabweichung = 0,00). Außerdem war das Auftreten 

eines krankheitsbedingten Todes bei ACCs mit hohem H-Score (n = 3, Mittelwert = 1,21, 

Standardabweichung = 0,48) häufiger als bei ACCs mit niedrigem H-Score (n = 2, Mittelwert = 

0,00, Standardabweichung = 0,00).  

 

  

Beispiele von ACCs ohne Auftreten eines Rezidivs (links) und mit Auftreten eines Rezidivs 

(rechts) mit niedriger bzw. hoher Expression von Hsp90α. 
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Abbildung 14. Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem H-Score von Hsp90α und 
dem Auftreten eines Rezidivs (berücksichtigt wurden nur ACCs). 

 

  

Beispiele von ACCs ohne Auftreten eines krankheitsbedingten Tods (links) und mit Auftreten 

eines krankheitsbedingten Tods (rechts) mit niedriger bzw. hoher Expression von Hsp90α. 
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Abbildung 15. Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem H-Score von Hsp90α und 
dem Auftreten eines krankheitsbedingten Tods (berücksichtigt wurden nur ACCs). 

 

4.1.2 Hsp90β 

 

Bei der Untersuchung der Proben der Kohorte 1 konnten wir die Mehrheit der signifikanten 

Beziehungen bei Hsp90β detektieren. Diese wurden zwischen dem H-Score der Expression 

von Hsp90β und dem H-Score von FKBP51 (p = 0,021, Korrelationskoeffizient nach Spearman 

rs = 0,450), der Tumorhistologie (p = 0,001), der Histologie und Funktionalität (p = 0,003) und 

der Art der Hormonproduktion (differenziert) (p = 0,001) gefunden. Im Falle der klinischen 

Symptomatik konnte keine sinnvolle Signifikanz berechnet werden, da für Virilismus sowie 

die Kombination aus Virilismus und Symptomen des Cushing-Syndroms zu geringe Fallzahlen 

(teilweise jeweils n = 2) vorlagen. 

Es zeigte sich eine positive signifikante Beziehung (p = 0,021) zwischen der Expression 

von Hsp90β (n = 33) und FKBP51 (n = 26). Hierbei handelte es sich um eine positive 

Korrelation (Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 0,450), sodass sich mit 

zunehmendem H-Score von Hsp90β auch eine Steigerung der Expression von FKBP51 zeigte. 
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 Bezüglich der Tumorhistologie fand sich zudem eine höhere Expression in ACCs (n = 

6, Mittelwert = 1,62, Standardabweichung = 0,43) als in adrenocorticalen Adenomen (ACAs) 

(n = 26, Mittelwert = 0,90, Standardabweichung = 0,39).  

Ferner wurde die Expression von Hsp90β zwischen verschiedenen konkreteren 

Tumordiagnosen untersucht. Hierzu zählten das inaktive Nebennierenadenom, das Cushing-

Adenom sowohl in der subklinischen als auch der klinisch manifesten Form, das Androgen-

produzierende Adenom und das ACC. Die Bonferroni-Testung ergab einen signifikanten 

Unterschied zwischen der Expression von Hsp90β in ACCs (n = 6, Mittelwert = 1,62, 

Standardabweichung = 0,43) gegenüber inaktiven Nebennierenadenomen (p = 0,006, n = 8, 

Mittelwert = 0,84, Standardabweichung = 0,38), subklinischen Cushing-Adenomen (p = 

0,013, n = 4, Mittelwert = 0,76, Standardabweichung = 0,36) und klinisch manifesten 

Cortisol-produzierenden Tumoren (p = 0,015, n = 14, Mittelwert = 0,98, Standardabweichung 

= 0,40). In allen drei Fällen war die Expression von Hsp90β in ACCs signifikant höher als in 

den anderen Tumoren. Beim Androgen-produzierenden Adenom konnte wegen der geringen 

Fallzahl (n = 2) keine sinnvolle Berechnung der Signifikanz erfolgen.  

Außerdem erfolgte auch eine statistische Analyse zwischen der hormonellen 

Aktivität. Inaktive Tumore (n = 9, davon waren n = 8 ACAs und n =1 ACC, Mittelwert = 0,80, 

Standardabweichung = 0,34) exprimierten signifikant (p = 0,007) weniger Hsp90β als 

Tumoren mit Cortisol- und weiterer Hormonproduktion (n = 4, davon waren n = 2 ACAs und 

n = 2 ACCs, Mittelwert = 1,57, Standardabweichung = 0,28). Darüber hinaus fand sich bei 

Tumoren mit Cortisol- und zusätzlicher Hormonsekretion eine signifikant (p = 0,018) höhere 

Expression als in ausschließlich Cortisol-produzierende Neoplasien (n = 11, davon handelte 

es sich in allen Fällen um ACAs, Mittelwert = 0,90, Standardabweichung = 0,37). Bei den 

Androgen-sezernierenden Tumoren (n = 2, davon waren n = 1 ACA und n = 1 ACC, Mittelwert 

= 1,71, Standardabweichung = 0,48) zeigte sich eine höhere Expression von Hsp90β als in 

den hormonell inaktiven Neoplasien und den nur Cortisol-produzierenden Tumoren.  

 



65 

 

  

A B 

  

C D 

Beispiele von einem Cushing-Adenom (TB-M076; Immunhistochemie: Hsp90β) (A), einem 

weiteren Cushing-Adenom (TB-M076; Immunhistochmie: FKBP51) (B), einem ACC (TB-M196; 

Immunhistochemie: Hsp90β) (C) und einem weiteren ACC (TB-M196; Immunhistochemie: 

FKBP51) (D) mit jeweils niedriger Expression (A, B) bzw. hoher Expression (C, D). Bei den 

beiden Cushing-Adenomen und den beiden ACCs handelt es sich jeweils um die gleichen 

Gewebe. 
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Abbildung 16. Darstellung der signifikanten Korrelation zwischen dem H-Score von Hsp90β 
und dem H-Score von FKBP51 (p = 0,021, Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 
0,450). 

 

  

Beispiele von einem ACA (inaktives Nebennieren-Adenom) (links) und einem ACC (rechts) 

mit niedriger bzw. hoher Expression von Hsp90β. 
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Abbildung 17. Darstellung des signifikaten Zusammenhangs zwischen dem H-Score von 
Hsp90β und der Tumorhistologie (ACA vs. ACC; p = 0,001). 

 

  

A B 
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C D 

 

 

E  

Beispiele von einem inaktiven Nebennierden-Adenom (A), einem subklinischen Cushing-

Adenom (B), einem Cushing-Adenom (C), einem Androgen-produzierenden Adenom (D) und 

einem ACC (E) mit niedriger (A, B), intermediärer (C) und hoher (D, E) Expression von Hsp90β. 
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Abbildung 18. Darstellung des signifikanten Zusammenhangs zwischen dem H-Score von 
Hsp90β und der Art des Tumors bzw. der Diagnose (p = 0,030). 

 

  

A B 
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C D 

Beispiele von einem inaktiven Nebennierden-Adenom (A), einem Cushing-Adenom (B), einem 

Androgen-produzierenden Adenom mit Virilismus (C) und einem ACC mit Androgen- und 

Cortisol-Sekretion mit Cushing- und Virilismus-Symptomatik (D) mit verhältnismäßig niedriger 

(A, B) und hoher (C, D) Expression von Hsp90β. 

 

Abbildung 19. Darstellung des signifikanten Zusammenhangs zwischen dem H-Score von 
Hsp90β und der klinischen Symptomatik (p = 0,007). 

 

4.1.3 FKBP51 
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Abgesehen von der bereits unter 4.1.2 erwähnten positiven signifikanten Korrelation (p = 

0,021, Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 0,450) zwischen dem H-Score von FKBP51 

(n = 26) und dem H-Score von Hsp90β (n = 33) wurde zusätzlich eine solche (p = 0,013) 

zwischen dem H-Score von FKBP51 (n = 26) und dem H-Score des GR (n = 26) gefunden.  

Auch in diesem Fall sahen wir eine positive Korrelation (Korrelationskoeffizient nach 

Spearman rs = 0,478). Tendenziell war also die Expression von FKBP51 eher hoch, wenn auch 

der H-Score des GR einen größeren Wert ergab. Infolge der niedrigen Fallzahl bezüglich ACC 

ohne Rezidiv und ACC mit Rezidiv (jeweils n = 2) war eine vernünftige Berechnung eines p-

Werts für diesen klinischen Parameter nicht möglich. Dennoch sah es eher so aus, als ob ein 

Rezidiv ggf. eher bei niedrigerer Expression von FKBP51 (n = 2, Mittelwert = 1,85, 

Standardabweichung = 0,01) auftreten würde als bei höherem (n = 2, Mittelwert = 2,02, 

Standardabweichung = 0,03) H-Score. 

 

  

A B 
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C D 

Beispiele von einem subklinischen Cushing-Adenom mit niedriger Expression von FKBP51 (A) 

und GR (B) und von einem ACC mit hoher Expression von FKBP51 (C) und GR (D). Es handelt 

sich jeweils um das gleiche subklinische Cushing-Adenom bzw. ACC. 

 

Abbildung 20. Darstellung der signifikanten Korrelation zwischen dem H-Score von FKBP51 
und dem H-Score von GR (p = 0,013, Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 0,478). 

 

  

Beispiele von ACCs ohne Auftreten eines Rezidivs (links) und mit Auftreten eines Rezidivs 
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(rechts) mit hoher bzw. verhältnismäßig niedriger Expression von FKBP51. 

Abbildung 21. Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem H-Score von FKBP51 und 
dem Auftreten eines Rezidivs (berücksichtigt wurden nur ACCs). 

 

4.1.4 GR 

 

Es erwieß sich nur die bereits unter 4.1.3 genannte positive Korrelation (p = 0,013, 

Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 0,478) zwischen dem H-Score des GR (n = 26) und 

dem H-Score von FKBP51 (n = 26) als statistisch signifikant. Aufgrund zu geringer Fallzahlen 

war die Ermittlung einer Signifikanz für mögliche Zusammenhänge zwischen dem H-Score 

des GR und dem krankheitsbedingten Tod (ACC mit krankheitsbedingtem Tod n = 2, ACC 

ohne krankheitsbedingtem Tod n = 3), dem Auftreten eines Rezidivs (ACC ohne Rezidiv n = 2, 

ACC mit Rezidiv n =2) und der Filialisierung (ACC ohne Metastasen n = 2, ACC mit Metastasen 

n = 3) nicht sinnvoll durchführbar. Ein krankheitsbedingter Tod schien bei höherer 

Expression des GR (n = 2, Mittelwert = 1,79, Standardabweichung = 0,08) öfter aufzutreten 

als bei niedriger Intensität in der Immunhistochemie (n = 2, Mittelwert = 0,78, 

Standardabweichung = 0,75). 
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Beispiele von ACCs ohne Auftreten eines krankheitsbedingten Tods (links) und mit Auftreten 

eines krankheitsbedingten Tods (rechts) mit niedriger bzw. hoher Expression des GR. 

Abbildung 22. Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem H-Score von GR und dem 
Auftreten eines krankheitsbedingten Tods (berücksichtigt wurden nur ACCs). 

 

4.2 Ergebnisse der Analyse von Kohorte 2 

 

Bei der Analyse konnten die in den unten stehenden Tabellen (Tabellen 16 und 17) 

aufgeführten p-Werte ermittelt werden. Signifikante Beziehungen (p < 0,05) wurden fett 

hervorgehoben. Die Tabellen mit den einzelnen Daten (z.B. Fallzahl, Mittelwert, 
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Standardabweichung) zum jeweiligen Parameter, die im Text bereits erwähnt werden, 

befinden sich als Zusatzmaterial im Anhang unter dem Punkt 8.1.2. 

 

 Hsp90α 

(Intensität im 

Zytosol) 

Hsp90β 

(Intensität im 

Zytosol) 

FKBP51 

(Intensität im 

Nukleus) 

GR (Intensität 

im Nukleus) 

Hsp90α 

(Intensität im 

Zytosol) 

- <0,001 0,021 0,658 

Hsp90β 

(Intensität im 

Zytosol) 

<0,001 - 0,078 0,002 

FKBP51 

(Intensität im 

Nukleus) 

0,021 0,078 - 0,297 

GR (Intensität im 

Nukleus) 
0,658 0,002 0,297 - 

Tabelle 16. Übersicht über die p-Werte der Korrelationen zwischen der Expression der 
Zielstrukturen untereinander bei der Kohorte 2. 

 

 Hsp90α 

(Intensität im 

Zytosol) 

Hsp90β 

(Intensität im 

Zytosol) 

FKBP51 

(Intensität im 

Nukleus) 

GR (Intensität 

im Nukleus) 

Geschlecht 0,884 0,376 0,660 0,683 

Krankheits-

bedingter Tod 
0,574 0,041 0,368 0,024 

Metastasierung 0,589 0,078 0,377 0,414 
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Hormon-

produktion 
0,158 0,006 0,468 0,680 

Cortisol-

produktion 0,353 0,115 0,680 0,538 

Androgen-

produktion 
0,665 0,030 0,095 0,917 

Alter bei 

Diagnosestellung 
0,212 0,523 0,628 0,090 

Tumorgröße 0,081 0,675 0,239 0,112 

Weiss-Score 0,654 0,753 0,610 0,211 

Ki-67-Index 0,457 0,249 0,937 0,835 

ENSAT-Staging 0,679 0,662 0,970 0,969 

Tabelle 17. Übersicht über die p-Werte einiger Korrelationen bei der Kohorte 2. 

 

4.2.1 Hsp90α 

 

Bei der Kohorte 2 fanden sich signifikante Zusammenhänge zwischen der Expression von 

Hsp90α und Hsp90β (p < 0,001) sowie den H-Scores von Hsp90α und FKBP51 (p = 0,021).  

 Bei der Beziehung zwischen Hsp90α und Hsp90β handelte es sich um eine positive 

Korrelation (Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 0,383). Somit war die Expression der 

einen Hsp90-Untereinheit umso größer je größer die der anderen Untereinheit war. Ebenso 

handelte es sich auch um einen positiven Zusammenhang (Korrelationskoeffizient nach 

Spearman rs = 0,259) zwischen dem H-Score von Hsp90α und FKBP51. Je stärker die 

Expression von Hsp90α war, desto größer war auch die von FKBP51.  
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A B 

C D 

A: ACC (NLEI-4; Immunhistochmie: Hsp90α). B: ACC (NLEI-4; Immunhistochemie: Hsp90β). C: 

ACC (FR13B; Immunhistochemie: Hsp90α). D: ACC (FR13B; Immunhistochemie: Hsp90β). 

Beispiele von ACCs mit niedriger Expression von Hsp90α (A) und Hsp90β (B) und hoher 

Expression von Hsp90α (C) und Hsp90β (D). Bei (A) und (B) sowie bei (C) und (D) handelte es 

sich jeweils um das gleiche ACC. 
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Abbildung 23. Darstellung des signifikanten Zusammenhangs zwischen der Expression von 
Hsp90α und Hsp90β (p < 0,001, Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 0,383). 

 

  

A B 



79 

 

  

C D 

A: ACC (NL-EI23; Immunhistochemie: Hsp90α). B: ACC (NL-EI23; Immunhistochmie: FKBP51). 

C: ACC (FR18; Immunhistochmie: Hsp90α). D: ACC (FR18; Immunhistochemie: FKBP51). 

Beispiele von ACCs mit niedriger Expression von Hsp90α (A) und FKBP51 (B) und hoher 

Expression von Hsp90α (C) und FKBP51 (D). Bei (A) und (B) sowie bei (C) und (D) handelte es 

sich jeweils um das gleiche ACC. 

 

Abbildung 24. Darstellung des signifikanten Zusammenhangs zwischen der Expression von 
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Hsp90α und FKBP51 (p = 0,021, Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 0,259). 

 

4.2.2 Hsp90β 

 

Bei Hsp90β fanden wir neben der unter 4.2.1 bereits angesprochenen positiven signifikanten 

Korrelation zwischen dem H-Score von Hsp90α und Hsp90β (p < 0,001, 

Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 0,383) außerdem signifikante Beziehungen 

zwischen der Expression von Hsp90β und des GR (p = 0,002) sowie dem krankheitsbedingten 

Tod (p = 0,041), der Hormonproduktion (p = 0,006) und der Androgenproduktion (p = 0,030).  

 Bei dem Zusammenhang zwischen Hsp90β und dem GR handelte es sich um eine 

positive Korrelation (Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 0,345). Je höher also die 

Expression von Hsp90β war, desto höher war tendenziell auch diejenige des GR.  

Die Analyse ergab, dass bei einem ACC mit hohem H-Score (n = 37, Mittelwert = 0,80, 

Standardabweichung = 0,41) von Hsp90β die Wahrscheinlichkeit für einen 

krankheitsbedigten Tod geringer war mit niedriger Expression (n = 40, Mittelwert = 0,62, 

Standardabweichung = 0,39). Darüber hinaus sahen wir, dass bei kleinem H-Score (n = 45, 

Mittelwert = 0,60, Standardabweichung = 0,36) häufiger eine Hormonaktivität des Tumors 

vorlag als bei höherer Signalintensität (n = 33, Signalintensität = 0,86, Standardabweichung = 

0,42) in der Immunhistochemie. Eine vergleichbare Verteilung zeigte sich auch speziell 

bezüglich der Androgenproduktion der Tumore. ACCs mit verhältnismäßig starker Expression 

von Hsp90β (n = 55, Mittelwert = 0,77, Standardabweichung = 0,44) produzierten seltener 

Androgene als ACCs, welche über weniger Hsp90β verfügten (n = 23, Mittelwert = 0,55, 

Standardabweichung = 0,36). 
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A B 

  

C D 

A: ACC (NLEI-9; Immunhistochemie: Hsp90β). B: ACC (NLEI-9; Immunhistochemie: GR). C: 

ACC (NLEI-1; Immunhistochemie: Hsp90β). D: ACC (NLEI-1; Immunhistochmie: GR). 

Beispiele von ACCs mit niedriger Expression von Hsp90β (A) und GR (B) und hoher 

Expression von Hsp90β (C) und GR (D). Bei (A) und (B) sowie bei (C) und (D) handelte es sich 

jeweils um das gleiche ACC. 
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Abbildung 25. Darstellung des signifikanten Zusammenhangs zwischen der Expression von 
Hsp90β und dem GR (p = 0,002, Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 0,345). 

 

  

Beispiele von ACCs ohne Auftreten eines krankheitsbedingten Tods (links) und mit Auftreten 

eines krankheitsbedingten Tods (rechts) mit hoher bzw. niedriger Expression von Hsp90β. 
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Abbildung 26. Darstellung des signifikanten Zusammenhangs zwischen der Expression von 
Hsp90β und dem krankheitsbedingten Tod (p = 0,041). 

 

  

Beispiele von ACCs ohne Hormonaktivität (links) und mit Hormonaktivität (rechts) mit hoher 

bzw. niedriger Expression von Hsp90β. 
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Abbildung 27. Darstellung des signifikanten Zusammenhangs zwischen der Expression von 
Hsp90β und der Hormonaktivität (p = 0,006). 

 

  

Beispiele von ACCs ohne Produktion von Androgenen (links) und mit Produktion von 

Androgenen (rechts) mit hoher bzw. niedriger Expression von Hsp90β. 



85 

 

 

Abbildung 28. Darstellung des signifikanten Zusammenhangs zwischen der Expression von 
Hsp90β und der Produktion von Androgenen (p = 0,030). 

 

4.2.3 FKBP51 

 

Neben der unter 4.2.1 genannten positiven signifikanten Korrelation zwischen der 

Expression von FKBP51 und Hsp90α (p = 0,021, Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 

0,259) fanden sich hier keine weiteren p-Werte unter 0,05 bei den Untersuchungen für die 

Expression von FKBP51 in ACCs bei der Kohorte 2. 

 

4.2.4 GR 

 

Bei der Analyse des H-Scores von GR fand sich die schon unter 4.2.2 beschriebene positive 

signifikante Korrelation zwischen der immunhistochemischen Signalintensität des GR und 

von Hsp90β (p = 0,002, Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 0,345). Darüber hinaus 

erkannten wir eine signifikante Beziehung zwischen der Expression des GR und dem 

krankheitsbedingten Tod (p = 0,024). Weitere signifikante Zusammenhänge konnten nicht 

gefunden werden. 
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 Die Berechnungen ergaben, dass ein krankheitsbedingter Tod bei ACCs mit 

verhältnismäßig hoher Expression des GR (n = 37, Mittelwert = 0,21, Standardabweichung = 

0,03) eher seltener auftritt als bei niedrigem H-Score (n = 40, Mittelwert = 0,20, 

Standardabweichung = 0,04). 

 

  

Beispiele von ACCs ohne Auftreten eines krankheitsbedingten Tods (links) und mit Auftreten 

eines krankheitsbedingten Tods (rechts) mit intermediärer bzw. niedriger Expression des GR. 

 

Abbildung 29. Darstellung des signifikanten Zusammenhangs zwischen der Expression des 
GR und dem krankheitsbedingten Tod (p = 0,024). 
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4.2.5 Gesamtüberlebensraten 

 

Weil bei der Kohorte 2 ausschließlich ACCs, also maligne Tumorerkrankungen, untersucht 

wurden, sind hier die Gesamtüberlebensraten von besonderem Interesse. Diese sollen im 

Folgenden vorgestellt werden. Signifikante Beziehungen (p < 0,05) wurden fett 

hervorgehoben (Tabelle 18). 

 

Univariate 

Analyse 

Hsp90α 

(Intensität im 

Zytosol) 

Hsp90β 

(Intensität im 

Zytosol) 

FKBP51 

(Intensität im 

Nukleus) 

GR (Intensität 

im Nukleus) 

Gesamtüberleben 0,353 0,014 0,088 0,008 

Tabelle 18. Übersicht über die p-Werte beim Vergleich der H-Scores mit dem 
Gesamtüberleben bei der Kohorte 2. 

 

Die univariate Analyse zeigte, dass signifikante Zusammenhänge zwischen der 

Expression sowohl von Hsp90β (p = 0,014; Abbildung 30) als auch des GR (p = 0,008; 

Abbildung 31) und dem Gesamtüberleben bestehen. Demgegenüber konnte keine 

signifikante Korrelation zwischen der Expression von Hsp90α und der Gesamtüberlebensrate 

sowie der Expression von FKBP51 und dem Gesamtüberleben gefunden werden.  

 Bei höherer Expression von Hsp90β (n = 32, H-Score ≥ 0,77, Zensuren = 22, mittleres 

Überleben = 174,19 Monate, Standardabweichung = 34,41) fand sich eine verhältnismäßig 

längere durchschnittliche Überlebenszeit im Vergleich zu einem niedrigeren Vorkommen (n 

= 48, H-Score < 0,77, Zensuren = 18, mittleres Überleben = 91,82 Monate, 

Standardabweichung = 18,94). 

 Auch bei einem eher hohen H-Score des GR (n = 63, H-Score ≥ 0,18, Zensuren = 34, 

mittleres Überleben = 136,11 Monate, Standardabweichung = 21,45) war die 

Gesamtüberlebenszeit länger als bei vergleichsweise niedriger Expression des GR (n = 17, H-

Score < 0,18, Zensuren = 6, mittleres Überleben = 38,53 Monate, Standardabweichung = 

8,77). 
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Beispiele von ACCs mit kurzem Überleben (1 Monat, links) und langem Überleben (107 

Monate, rechts) mit niedriger bzw. hoher Expression von Hsp90β. 

 

Abbildung 30. Darstellung des signifikanten Zusammenhangs zwischen der Expression von 
Hsp90β (Zytosol) und der Gesamtüberlebensrate unter Verwendung von Kaplan-Meier-
Kurven (p = 0,014). 
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Beispiele von ACCs mit kurzem Überleben (12 Monate, links) und langem Überleben (147 

Monate, rechts) mit niedriger bzw. hoher Expression des GR. 

 

Abbildung 31. Darstellung des signifikanten Zusammenhangs zwischen der Expression von 
GR (Nukleus) und der Gesamtüberlebensrate unter Verwendung von Kaplan-Meier-Kurven 
(p = 0,008). 
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5 Diskussion 

 

5.1 Vorteile des Vorgehens bei Kohorte 1 

 

Zunächst wurde von uns die Kohorte 1 analysiert. Hierbei handelte es sich um eine Gruppe 

aus 33 Tumoren, nämlich 18 Cortisol produzierende Adenome (14 mit Cushing-Syndrom und 

4 mit subklinischem Cushing-Syndrom), 1 Androgen produzierendes Adenom, 8 

Inzidentalome und 6 ACCs. Die Gewebeproben bildeten nach Möglichkeit den gesamten 

Tumor ab. Pro Gewebe wurden 2 Proben immunhistochemisch behandelt. 

Vorteilhaft bei diesem Vorgehen war zunächst einmal die Trennung der 

verschiedenen Gewebe auf unterschiedliche Objektträger. Sollten Fehler bei der 

Durchführung der Immunhistochemie auftreten, so wäre nur ein Gewebe betroffen und 

einzelne fehlerhafte Färbungen könnten wiederholt werden. Bei der Verwendung von TMAs 

sähe es anders aus. Ein Fehler bei der Laborarbeit beträfe alle Gewebe, sodass ein Fehler 

wesentlich schwieriger erkannt würde und das vollständige Probenmaterial dabei verloren 

ginge. 

 Ein weiterer Gesichtspunkt besteht darin, dass durch das eigenständige (ohne 

Verwendung eines Gerätes) Auszählen der Zellen anhand der Fotos, die mit dem Mikroskop 

erstellt wurden, sowie deren Zuordnung in die entsprechenden Kategorien keine Artefakte 

mitgezählt wurden. Leider ist damit zu rechnen, dass bei der Durchführung der 

Immunhistochemie auch Fremdpartikel auf den Objektträgern landen, die trotz der in dem 

Protokoll enthaltenen Waschvorgänge haften bleiben, etwa Ablösungen von den mit Bleistift 

beschrifteten Objektträgern durch die Lösung aus Methanol und Wasserstoffperoxid zur 

Blockade der endogenen Peroxidaseaktivität. Auch Mikroreste von Papiertüchern, die zum 

Abtrocknen der Objektträger verwendet wurden, verbleiben öfters auf dem Gewebe. Solche 

Artefakte sind in der Regel sehr dunkel und würden einem Scanner ein sehr intensives Signal 

vortäuschen, selbst wenn das Signal bei der zugrunde liegenden Probe negativ wäre. 

Außerdem könnten für das Projekt irrelevante Zellen (z.B. Fibroblasten, Immunzellen) 

angefärbt werden. Hierdurch wäre es möglich, dass die Ergebnisse relevant beeinflusst 

würden, da ein Scanner aktuell nicht in der Lage ist, den Schmutz bzw. die im Projekt nicht 

interessierenden Zelltypen vom tatsächlich stark positiven Signal relevanter Zellen (in 
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unserem Fall Tumorzellen) zu unterscheiden. Ein Mensch ist jedoch dazu fähig, Artefakte als 

solche zu erkennen und nicht mitzuzählen. Insofern können bei dieser Methode solche 

Fehlerquellen vermieden werden. 

 Ferner wurde bei dem Procedere für die Kohorte 1 ein möglichst vollständiges 

Gewebe im Labor bearbeitet und anschließend ausgewertet. Es ist bekannt, dass 

Tumorgewebe sehr heterogen sein können. Dies ist in vielfacher Hinsicht denkbar (z.B. 

bezüglich der Zellgröße, der Zelldifferenzierung und der mitotischen Aktivität bzw. des Ki-67-

Proliferationsindex) und eben auch im Hinblick auf die Expression bestimmter molekularer 

Zielstrukturen. Infolgedessen können manche Areale bei der Untersuchung auf ein 

bestimmtes Zielmolekül vollkommen negativ sein und zugleich andere Bereiche eine hohe 

Signalintensität aufweisen. Bei der Verwendung von TMAs können die Ergebnisse dadurch 

relevant verfälscht werden und möglicherweise das Gegenteil der Realität abgebildet 

werden bzw. dieses Gegenteil nach Berechnung der p-Werte als statistisch signifikant 

angegeben werden. Dies ist bei diesem Vorgehen sehr unwahrscheinlich, da wir im Regelfall 

viel größere Gewebeausschnitte vorliegen hatten und bei der Auswahl der Fotos auf die 

Repräsentativität großen Wert legten. 

 

5.2 Vorteile des Vorgehens bei Kohorte 2 

 

Im Laufe des Projekts entschieden wir uns trotz der unter 5.1 erörterten Vorteile für ein 

anderes Procedere bei der Analyse der Gewebeproben von Kohorte 2. Diese bestand aus 80 

ACCs, wobei pro ACC 3 Gewebeproben zur Verfügung standen. Die Gewebeproben aller 

ACCs sowie die Negativkontrollen befanden sich auf insgesamt 2 TMAs. Somit verwendeten 

wir insgesamt 8 TMAs, 2 pro Antikörper. Pro ACC und Antikörper wurden also 3 Proben der 

Immunhistochmie zugeführt. 

Da es sehr aufwändig war, bei Kohorte 1 so viele Objektträger immunhistochemisch 

zu färben und die Fallzahl auch nach langem Arbeiten relativ niedrig war, wählten wir eine 

neue Vorgehensweise, um den Vorgang zu beschleunigen und insbesondere eine deutlich 

höhere Anzahl an Proben für unser Projekt analysieren zu können. 
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 Zunächst ist darauf hinzuweisen, dass man auch bei TMAs versucht, die 

Heterogenität des Gewebes möglichst gut abzubilden. Einerseits werden die kleinen 

Ausschnitte der zugrunde liegenden Proben von erfahrenen Pathologen ausgewählt, die 

hierbei vor allem auf die Repräsentanz achten. Andererseits waren bei den TMAs, die wir für 

unser Projekt einsetzen konnten, pro Gewebe eines Patienten drei dazu gehörige 

Ausschnitte enthalten. Dadurch wurde gewährleistet, dass − sofern erforderlich − 

möglicherweise sehr unterschiedliche Stellen eines Gewebes ausgewählt werden konnten. 

So kann man sagen, dass es auch bei TMAs umsetzbar ist, die Heterogenität eines Gewebes 

recht gut abzubilden trotz den im Endeffekt sehr kleinen Probeausschnitten. Deswegen darf 

man davon ausgehen, dass auch die Ergebnisse von Kohorte 2 die Realität zuverlässig 

abbilden. 

 Zudem ist die Auswertung mit einem Scanner viel standardisierter und somit 

Untersucher-unabhängiger als das selbstständige Zählen der Zellen und insbesondere das 

eigenständige Zuordnen zu den verschiedenen Signalintensitätsstufen. Wird die Analyse von 

einem Menschen durchgeführt, ist oftmals kein Verlass darauf, dass verschiedene 

Untersucher die gleichen Zellen auch in die gleichen Kategorien einordnen würden. Bei der 

Verwendung eines Gerätes kann man in aller Regel ohne Sorge darauf vertrauen, dass die 

Auswertung des vorliegenden Materials mit einem Höchstmaß an Standardisierung 

vorgenommen wird. Untersucher-abhängige Variabilitäten sind dadurch ausgeschlossen.  

 Ein weiterer wesentlicher Aspekt ist der deutlich höhere Probendurchsatz, der durch 

einen TMA ermöglich wird. Dies gilt einerseits in Bezug auf das immunhistochemische 

Anfärben der Objektträger als auch im Hinblick auf die Auswertung mit dem Scanner. 

Während wir viele Durchgänge benötigten, um die 33 Gewebe (pro Antikörper 33 

Objektträger zu bearbeiten bei 2 Proben pro Objektträger ohne Negativkontrollen) von 

Kohorte 1 zu bearbeiten, waren wesentlich weniger Durchgänge für die 80 Gewebe der 

TMAs aus der Kohorte 2 (pro Antikörper 2 Objektträger zu bearbeiten bei 80 Proben pro 

Objektträger mit jeweils 15 Negativkontrollen auf 1 Objektträger) erforderlich. Zusätzlich 

lagen bei den TMAs pro Gewebe jeweils drei Proben vor, wohingegen wir bei den 33 

Geweben lediglich zwei Gewebeschnitte pro Patient und Objektträger mit Hilfe der 

Antikörper immunhistochemisch analysierten. Zudem enthielten die TMAs bereits auch 

Negativkontrollen (wobei wir auch eigene Negativkontrollen und zusätzlich Positivkontrollen 
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verwendeten). Bei der Kohorte 1 war es hingegen erforderlich, dass weitere Objektträger 

mit behandelt werden mussten, die die Negativ- und Positivkontrollen enthielten. Außerdem 

kommt hinzu, dass die Auswertung mit einem Scanner wesentlich schneller möglich ist als 

das Erstellen der (pro Gewebe 30) Fotos mit dem Mikroskop und anschließende Auswählen 

der 10 repräsentativsten Fotos inklusive dem Zählen der Zellen und deren Zuordnung zu den 

unterschiedlichen Signalstufen.  

 Darüber hinaus besteht ein wesentlicher Vorteil der bei dem Vorgehen für die 

Kohorte 2 in der damit verbundenen höheren Fallzahl, die analysiert wurde. Die Laborarbeit 

für die 33 Gewebe war sehr aufwändig und letztlich ist die Anzahl doch relativ gering, umso 

mehr, da ja unter den 33 Geweben mehrere verschiedene Arten von Tumoren enthalten 

waren (z.B. nur 6 ACCs). Außer Frage steht jedenfalls, dass die bei der Kohorte 2 

untersuchten 80 ACCs eindeutig eine bessere Aussagekraft haben. Auf den TMAs kamen 

jedoch keine anderen Tumortypen als ACCs vor, sodass beispielsweise bezüglich Cushing-

Adenome anhand der TMAs keinerlei Aussagen getroffen werden konnten. Bei einem 

Projekt ist es einfach essentiell, dass die Fallzahl hoch genug ist, sodass die Ergebnisse gut 

verwertbar sind. Dieses Ziel wurde bei dem bei Kohorte 2 gewählten Vorgehen unter 

Verwendung der TMAs also unumstritten besser erreicht als bei dem Procedere für die 

Kohorte 1. 

 

5.3 Beurteilung der Ergebnisse zur Hsp90α-Expression 

 

Es war eine sehr interessante Frage, inwiefern Hsp90 bzw. seine Isoformen Hsp90α und 

Hsp90β im Zusammenhang mit malignen Erkrankungen stehen würden. Einerseits ist aus der 

Literatur bekannt, dass Hsp90 mit für die Bewältigung ungünstiger Lebensverhältnisse 

exogener oder endogener Genese verantwortlich ist. Hierfür gibt es viele Beispiele, u.a.: 

• extreme Abweichungen vom Temperaturoptimum nach oben,  

• relevante Verschiebungen des pH-Werts, 

• die Anwesenheit hochreaktiver Verbindungen wie Wasserstoffperoxid (H2O2), 

Superoxid-Anionen-Radikale (O2∙−) sowie das Hydroxylradikal OH, 

• Malnutrition und  
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• entzündliche inklusive infektiöse Prozesse [189]. 

Außerdem sorgt Hsp90 für eine Verbesserung der körpereigenen Abwehrkräfte durch 

Stimulierung einiger Zellen des spezifischen Immunsystems [189] [190] [191]. Zellen zu 

stabilisieren und die Immunantwort zu stärken sind Aspekte, die eher nahe legen, dass 

Hsp90 einer Tumorentstehung entgegenwirkt. Andererseits könnte es einer Krebszelle auch 

gelingen, Hsp90 als Schutzmechanismus zu gebrauchen. Immerhin wurden ja – wie bereits 

unter 1.3.4 besprochen – Inhibitoren von Hsp90 zur Tumortherapie eingesetzt. Eine 

wesentliche Aufgabe von Hsp90 besteht darin, für die korrekte Faltung von Proteinen für 

wichtige Signaltransduktionswege zu sorgen. Zu diesen „Klienten“ gehören u.a. Kinasen zur 

Regulation der Zellproliferation [192] [193] [194], der GR [195] ebenso wie Proteine für die 

Initiation der RNA-Polymerase [196]. Deshalb wäre bei Fehlregulationen eine 

Tumorentstehung auf der Basis von mutiertem Hsp90 gut möglich. Im humanen Organismus 

existieren zwei verschiedene Isoformen von Hsp90, nämlich Hsp90α und Hsp90β. Die Level 

der α-Variante steigen infolge sehr hoher Temperaturen an, wohingegen die β-Form eine 

weitgehend konstante Baseline-Expression zeigt [197]. Es wurde bewiesen, dass Säugetiere 

für ihr Überleben auf das Vorhandensein von Hsp90β zwingend angewiesen sind, während 

dies bei Hsp90α nicht der Fall ist. Daraus konnte man ableiten, dass Hsp90α als Funktion 

eher die Verbesserung der Bewältigung neuer ungünstigere Umweltbedingungen innehat. 

Hsp90β indes verhindert ein Zusammenbrechen zellulärer Abläufe, die für den Fortbestand 

des Lebens unverzichtbar sind [198] [199] [200]. 

Die Prozesse im Rahmen von Krebserkrankungen stellen für den Körper 

selbstverständlich auch eine Form von Stress dar. Also wird die Expression von Hsp90α stark 

induziert und das Verhältnis 
���������� 
����� �

���������� 
�����!�
 steigt infolgedessen an. Für maligne 

Neoplasien ist Hsp90 sehr hilfreich zur, denn das Chaperon ist involviert in die Unterstützung 

des Überlebens mutierter Verbindungen, Angiogenese und Bildung von Filiae [87] [88] [100]. 

Schließlich sahen wir anhand der Ergebnisse unserer Analyse, dass Hsp90α fast gar 

keine signifikanten Beziehungen zu den erfassten pathophysiologischen und klinischen 

Parametern zeigte. Der bei Kohorte 1 gefundene Zusammenhang zwischen einer höheren 

Expression von Hsp90α und einer größeren Wahrscheinlichkeit für das Auftreten eines 

Rezidivs (bezogen nur auf ACCs) lässt darauf schließen, dass Hsp90α eher auf ein höheres 

malignes Potential hindeutet. Dies würde zu der durch Tumorprozesse induzierbaren 
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Expression passen. Die Fallzahl war mit n = 4 jedoch sehr gering. In Bezug auf die 

Gesamtüberlebensraten der Patienten hatte Hsp90α nach unseren Ergebnissen aus Kohorte 

2 keinen relevanten Einfluss (p = 0,353). Etwas überraschend war zudem, dass es bei der 

Analyse von Kohorte 1 keine Auffälligkeiten in Bezug auf die drei anderen untersuchten 

Proteine gab, wohingegen bei der Kohorte 2 signifikante Korrelationen mit der Intensität von 

Hsp90β und FKBP51 gefunden wurden. Die letztere Erkenntnis wäre recht gut 

nachvollziehbar, da Hsp90β als in Säugetieren essentielles Protein stets vorkommt (ebenso 

wie nach unseren Überlegungen Hsp90α in malignen Tumorzellen) und FKBP51 als 

Cochaperon von Hsp90 mit diesen typischerweise interagiert oder einfach ausgedrückt: Eine 

höhere Konzentration an Chaperonen (hier: Hsp90) benötigt eben entsprechend mehr 

Vorkommen von Cochaperonen (hier: FKBP51). 

 

5.4 Beurteilung der Ergebnisse zur Hsp90β-Expression 

 

Der Hintergrund zu unserer Fragestellung bei Hsp90 wurde bereits in 5.3 besprochen. 

Hsp90β war in unserem Projekt die untersuchte molekulare Zielstruktur, bei der wir die 

meisten signifikanten Zusammenhänge feststellen konnten. Daraus ergeben sich indirekte 

Hinweise, dass Hsp90β für unsere Fragestellungen eine wesentlich wichtigere Rolle bei den 

untersuchten Nebennierentumoren spielen könnte als seine Isoform Hsp90α. Besonders 

interessant ist aus unserer Sicht, dass wir keinerlei Zusammenhang zwischen Hsp90α und 

den Gesamtüberlebensraten finden konnten, jedoch für Hsp90β eine signifikante Korrelation 

mit einem besseren Gesamtüberleben gezeigt wurde. Bei geringer Expression von Hsp90β 

war die Prognose für die Patienten ungünstiger. Darin kann man eine Bestätigung der 

Angaben aus der Literatur sehen, wonach Hsp90β für das Überleben essentiell ist [198] [199] 

[200]. Es ist aber zu beachten, dass die gefundenen Zusammenhänge zwar recht zahlreich 

waren, teilweise jedoch zwischen der Kohorte 1 und der Kohorte 2 variierten. Ein gutes 

Beispiel hierfür ist die Verknüpfung zwischen Hsp90β und der hormonellen Aktivität: 

• Laut den Resultaten von Kohorte 1 ist der Zusammenhang zwischen der 

Signalintensität von Hsp90β und der hormonellen Aktivität statistisch signifikant (p = 

0,001). Es fand sich eher eine Hormonsekretion bei Tumoren mit hohem H-Score von 

Hsp90β als bei niedrigem. Allerdings war die Fallzahl gering. 
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• Gemäß unseren Untersuchungen anhand von Kohorte 2 sind die Beziehungen 

zwischen der Expression von Hsp90β und der Hormonproduktion ebenfalls statistisch 

signifikant (p = 0,006). Bei höherer Expression von Hsp90β war eine hormonelle 

Aktivität weniger wahrscheinlich als bei geringerer Expression. Dies steht im 

Widerspruch zum Ergebnis von Kohorte 1. Allerdings wurden bei Kohorte 1 

verschiedene Tumoren analysiert, während dagegen im Falle der Kohorte 2 nur ACCs 

untersucht wurden. Die Fallzahl war zudem bei Kohorte 2 wesentlich höher. 

Die Vorteile der jeweiligen Vorgehensweisen bei der Auswertung wurden bereits in 5.1 und 

5.2 erörtert. Ferner darf man davon ausgehen, dass einige der signifikanten 

Zusammenhänge untereinander in Verbindung stehen. Beispielsweise erzielten wir bei der 

Kohorte 1 einige Ergebnisse, wonach bei höherer Expression von Hsp90β folgende Aspekte 

wahrscheinlicher sind: 

• Die Tumorhistologie (ACA oder ACC) ergab hierbei eher ein ACC als ein ACA (p = 

0,001). 

• Unter der Histologie und Funktionalität war das ACC unter den untersuchten 

Tumoren am häufigsten (p = 0,030). 

Beide Aussagen sind Hinweise auf maligne Prozesse. Weiterhin waren in der Kohorte 1 nur 

wenige ACCs (n = 6) unter den insgesamt 33 Gewebeproben vertreten. 

 

5.5 Beurteilung der Ergebnisse zur FKBP51-Expression 

 

Wie oben beschrieben ist FKBP51 als Mitglied der FK506 bindenden Proteine ein Cochaperon 

vieler anderer Proteine, zu denen auch Hsp90 und andere Bestandteile des Steroid-

Rezeptor-Komplexes zählen. Als eine wichtige Aufgabe von FKBP51 kann daher die 

Mitwirkung bei der Bewältigung ungünstiger Lebensverhältnisse angenommen werden 

[201]. Funktionell handelt es sich bei FKBP51 um einen Inhibitor des GR [173] [202]. Durch 

Stressoren wie starke Blutverluste, extrem hohe Temperaturen, Verbindungen mit 

Peroxidanion bzw. Peroxygruppen, relevante Konzentrationen von Metallen, UV-Licht, 

Entzündungsmediatoren, erhöhte Osmolarität etc. steigt die Expression von FKBP51 im 

Zellkern rasch an [136]. Zudem vermittelt FKBP51 bei hoher Expression Signale zum 
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Verhindern der Apoptose. Im Rahmen maligner Tumorerkrankungen konnte man bereits 

hohe Expressionslevel von FKBP51 nachweisen [148] [203].  

In unseren Untersuchungen konnten wir kaum relevante Zusammenhänge zwischen 

den ausgewählten klinischen Parametern und der nuklearen Expression von FKBP51 

feststellen. Interessant war seine Korrelation bezüglich des Gesamtüberlebens. Hier fanden 

wir keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen dem H-Score von FKBP51 und 

der Überlebensdauer. Da FKBP51 in niedrigen Spiegeln Apoptose eher begünstigt, wäre zu 

vermuten, dass hierbei das Tumorwachstum langsamer ablaufen würde und die Prognose 

eher etwas günstiger für die Patienten ausfallen müsste. Andererseits wird FK506 durch 

FKBP51 gebunden, sodass FKBP51 eine Immunantwort stimuliert, wodurch der Tumor 

bekämpft werden sollte. Darüber hinaus könnten die Mechanismen des Immunsystems auch 

dadurch verstärkt werden, indem FKBP51 die Sensitivität des GR herabsetzt und damit 

beispielsweise die immunsuppressiven Effekte von Cortisol vermindert. Eine eindeutige 

Bedeutung für FKBP51 bezüglich des Gesamtüberlebens ist auch in der Literatur bisher nicht 

gesichert.  

 

5.6 Beurteilung der Ergebnisse zur Expression des GR 

 

Glucocorticoide gehören zur Gruppe der Steroidhormone und haben zahlreiche essentielle 

Aufgaben im Organismus. Insbesondere wirken sie inhibierend auf Inflammation sowie 

Zellteilung und stellen vermehrt Glucose bereit [204]. Therapeutisch werden sie unter 

anderem bei Autoimmun- (z.B. Multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis, Lupus 

erythematodes) und sonstigen entzündlichen Erkrankungen (z.B. Morbus Crohn, Colitis 

ulcerosa, Asthma bronchiale) eingesetzt [12]. Der GR vermittelt die Signale der 

Glucocorticoide [205]. Bereits im Jahre 2009 konnte von Tacon, L.J. et al. 

immunhistochemisch gezeigt werden, dass der GR in ACCs im Vergleich zu ACAs wesentlich 

stärker exprimiert wird (p < 0,001) [206]. 

 Aus unserer Analyse geht hervor, dass die Expression des GR im Zusammenhang mit 

dem Auftreten eines krankheitsbedingten Todes steht, wobei hier nur ACCs in die 

Untersuchungen mit einbezogen wurden. Aufgrund der zu geringen Fallzahl bei Kohorte 1 

konnte jedoch nur für die Kohorte 2 eine sinnvolle Signifikanz berechnet werden. Die 

Ergebnisse selbst waren jedoch gegensätzlich. Gemäß Kohorte 1 bedeutete eine hohe 
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Expression des GR eine höhere Wahrscheinlichkeit für das Auftreten eines 

krankheitsbedingten Todes, bei Kohorte 2 war es umgekehrt. Da die Effekte des GR sehr 

mannigfaltig sind, können hier lediglich Mutmaßungen angesprochen werden. Aufgrund der 

zentralen Rolle des GR für lebenswichtige Funktionen im Zellstoffwechsel können fehlerhafte 

Veränderungen des GR zu schweren Problemen für das Überleben von Tumorzellen führen. 

Weiterhin konnten wir auch darstellen, dass eine niedrigere Expression des GR mit einer 

schlechteren Prognose korreliert ist. Dies spricht eher für die Ergebnisse von Kohorte 2, die 

eine höhere Fallzahl aufweist. Jedoch erfolgte die Berechnung der Überlebensfunktionen 

anhand der gleichen Kohorte. Die Expression des GR fiel in unseren Proben relativ gering 

aus. Laut der Untersuchungen anhand von Kohorte 1 lag der Mittelwert der H-Scores der 

ACCs bei 1,31 und derjenige der ACAs bei 1,13 sowie bei Kohorte 2 (nur ACCs) bei 0,21 

(möglicher Wertebereich der H-Scores: 0,00-3,00). Dennoch ist ein Vergleich mit der 

Publikation von Tacon, L.J. et al. eher nicht sinnvoll, da es nicht einheitlich definiert ist, ab 

wann ein Gewebe negativ ist. Der niedrigste H-Score der GR-Expression war bei der Kohorte 

1 0,25 und bei Kohorte 2 0,15, was jeweils nicht als negativ gewertet wurde, da der H-Score 

oberhalb von 0,00 lag. Bei Tacon, L.J. et al. waren 40 von 41 als ACAs negativ gewertet 

worden. 

 

5.7 Klinische Relevanz und Ausblick 

 

Welchen Nutzen könnten die Ergebnisse unseres Projekts im klinischen Alltag bringen? Es 

wäre sicherlich vermessen, sich hiervon wesentliche Veränderungen zu erwarten. Wir 

wollten signifikante Zusammenhänge finden und damit beispielsweise Verbesserungen für 

die Einschätzung einer Prognose sowie Hinweise auf neue Therapiemöglichkeiten geben. 

Hier wird die Untersuchung bezüglich des Gesamtüberlebens interessant. Tatsächlich wäre 

es denkbar, ein aus einer Biopsie bzw. Operation erhaltenes Material eines ACCs in ein 

pathologisches Labor zu schicken und eine immunhistochemische Suche nach Hsp90β und 

GR vorzunehmen. Immerhin hatten wir in beiden Fällen gezeigt, dass eine niedrigere 

Expression mit einer schlechteren Prognose für die Patienten in Verbindung steht. An den 

wichtigsten Prognosefaktoren wird dies aber nichts ändern. Weiterhin wird in erster Linie die 

Frage entscheidend sein, ob bei Diagnosestellung bereits Fernmetastasen vorhanden sind. 
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Selbstverständlich wird auch der Erfolg der Chirurgen bezüglich des Resektionsstatus 

weitaus wichtiger sein als die Expression von Hsp90β und dem GR.  

 Da die Therapiemöglichkeiten des ACCs so beschränkt sind und auch wenige 

Fortschritte in den letzten Jahrzehnten erzielt wurden, hätte es uns besonders gefreut, wenn 

wir hier vielversprechende Hinweise hätten geben können. Auch dann wären jedoch weitere 

Projekte erforderlich gewesen. Wir haben gesehen, dass die Prognose umso besser war, je 

höher Hsp90β und der GR exprimiert waren. Hieraus wäre zu vermuten gewesen, dass ein 

therapeutisches Ansprechen von Hsp90-Inhibitoren unwahrscheinlich ist. Aus auf diese 

Arbeit anschließende Ergebnisse aktueller in vitro Arbeiten lässt sich hingegen ableiten, dass 

auch eine geringe Expression von Hsp90 ausreicht, relevante Effekte zu erreichen. So zeigten 

Siebert, C. et al. im Jahre 2019, dass Hsp90β in ACCs überexprimiert wird, jedoch eine 

höhere Expression von Hsp90β mit einer größeren Wahrscheinlichkeit für das Auftreten 

eines krankheitsbedingten Tods und einer schlechteren Gesamtüberlebensrate assoziiert ist. 

Außerdem ergab das Projekt von Siebert, C. et al. eine gute antineoplastische Wirkung von 

den N-terminalen Hsp90-Inhibitoren Luminespib und Ganetespib in vitro gegenüber ACCs 

mit hoher Expression von Hsp90β sowohl als Monotherapie als auch zusammen mit der 

leitliniengerechten Standardsystemtherapie Etoposid, Doxorubicin, Cisplatin und Mitotan. 

Zellteilung, invasives Wachstum und antiapoptotische Effekte konnten so inhibiert werden. 

Dies wurde darauf zurückgeführt, dass die Regulation der ERK1/2- und AKT-Signalkaskaden 

durch Luminespib und Ganetespib beeinflusst wurde [207]. 
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6 Zusammenfassung 

 

Nebennierentumore an sich sind keine seltene Erkrankung. Ihre Inzidenz liegt bei etwa 3 – 7 

% [208] [209] – bis hin zu 9 % bei alten Menschen – [210] [211] [212]. Mit ungefähr 75 – 80 

% sind die meisten der Neoplasien jedoch benigne und sezernieren keine Hormone, wobei 

infolge einer möglichen Hormonproduktion schwere Krankheitsfolgen auftreten können 

[213] [214] [215]. ACCs sind maligne Tumoren der Nebenniere und wesentlich seltener. Ihre 

Inzidenz liegt nur bei ungefähr 0,5 – 2 : 1.000.000 pro Jahr [216] [217] [218] [219] [220]. Sie 

zeigen ein sehr aggressives Verhalten und für die Patienten ist die Prognose meist schlecht 

[208] [209]. Vereinzelt treten immer wieder Fälle mit weniger fulminantem Verlauf auf. 

Dann führt eine Resektion des Tumors oft auch zur Heilung. Leider kommt es jedoch immer 

wieder vor, dass das ACC zwar wohl die Grenzen der Nebenniere überschritten und ein R0-

Status durch operative Intervention erreicht wurde, aber der Patient die Krankheit dennoch 

nicht überwunden hat. Die unterschiedlichen phänotypischen Ausprägungen durch ACCs 

sind mit bestimmten molekularen und genetischen Veränderungen verknüpft, die 

prognostische Aussagen erlauben [221]. Fünf Jahre nach der Diagnosestellung leben noch 

zwischen 16 und 40 % der Patienten. Selbstverständlich spielt dabei auch eine Rolle, wie 

weit der Tumor bei Erstdiagnose bereits fortgeschritten war [222] [36]. Wenn bei einem 

Patienten ein ACC entdeckt wird, liegt meistens schon ein höheres Tumorstadium vor [208]. 

Bei einem großen Anteil ist aus diesem Grund eine chirurgische Entfernung nicht mehr 

möglich. Als übrige Optionen stehen noch die Radiotherapie sowie Zytostatika und 

adrenolytische Substanzen zur Verfügung [209]. 

 Bei dem vorliegenden Projekt untersuchten wir mittels Immunhistochemie die 

Expression von vier molekularen Zielstrukturen: Hsp90α, Hsp90β, FKBP51 und GR. Die 

erhaltenen Signalintensitätsstufen verglichen wir mit erhobenen klinischen und 

pathologischen Daten (Geschlecht, krankheitsbedingter Tod, Metastasierung, 

Hormonproduktion etc.). Es wurden eine Kohorte 1 und eine Kohorte 2 analysiert. Erstere 

bestand aus 33 Tumoren, darunter 18 Cortisol produzierende Adenome (14 mit Cushing-

Syndrom und 4 mit subklinischem Cushing-Syndrom), 1 Androgen produzierendem Adenom, 

8 Inzidentalome und 6 ACCs. Die Gewebeproben bildeten im Idealfall den gesamten Tumor 

ab. Pro Gewebe wurde an 2 Proben eine Immunhistochemie durchgeführt. Daraufhin 

wurden unter dem Lichtmikroskop Fotos angefertigt und die Zellen visuell einer 
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Signalintensitätsstufe (0 = negativ, 1 = geringe Immunreaktivität, 2 = intermediäre 

Immunreaktivität, 3 = hohe Immunreaktivität) zugeordnet. Die Berechungen und Erstellung 

der Abbildungen erfolgte mit „IBM SPSS Statistics“ (Version 25, Firma IBM®, Armonk, New 

York, USA). Die Kohorte 2 enthielt 80 ACCs und es lagen pro ACC 3 Gewebeproben vor. Die 

Gewebeproben aller ACCs sowie die Negativkontrollen befanden sich auf insgesamt 2 TMAs. 

Somit wurden 8 TMAs immunhistochemisch untersucht. Pro ACC und Antikörper wurden 

also 3 Proben analysiert. Die statistische Auswertung erfolgte freundlicherweise durch Herrn 

Dr. Masanori Murakami am Helmholtz Zentrum München. Hierbei wurde zur Ermittlung der 

Immunreaktivität der MIRAX DESK-Scanner und zur statistischen Auswertung die Software 

„R“ (https://www.r-project.org, Günter Faes, Dormagen, Deutschland) verwendet. 

 Bei der Kohorte 1 fand sich insbesondere eine Überexpression von Hsp90β in ACCs (n 

= 6, Mittelwert = 1,62, Standardabweichung = 0,43) gegenüber Inzidentalomen (p = 0,006, n 

= 8, Mittelwert = 0,84, Standardabweichung = 0,38), subklinischen Cushing-Adenomen (p = 

0,013, n = 4, Mittelwert = 0,76, Standardabweichung = 0,36) und Cushing-Adenomen (p= 

0,015, n = 14, Mittelwert = 0,98, Standardabweichung = 0,40). Gegenüber Androgen 

produzierenden Adenomen (n = 1, Mittelwert = 1,37) konnte wegen der sehr geringen 

Fallzahl keine sinnvolle Signifikanz berechnet werden. Dies steht im Einklang mit anderen 

Publikationen. So konnte beispielsweise auch bei Siebert, C. et al. im Jahre 2019 eine 

Überexpression von Hsp90β in ACCs nachgewiesen werden [207].  

 Bezüglich der Kohorte 2 fanden sich Korrelationen zwischen der Expression von 

Hsp90α und Hsp90β (p < 0,001, Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 0,383), Hsp90α 

und FKBP51 (p = 0,021, Korrelationskoeffizient nach Spearman rs = 0,259) sowie zwischen 

der Expression von Hsp90β und dem GR (p = 0,002, Korrelationskoeffizient nach Spearman rs 

= 0,345). Außerdem war bei höherer Expression von Hsp90β das Auftreten eines 

krankheitsbedingten Todes weniger wahrscheinlich (p = 0,041, n (kein krankheitsbedingter 

Tod) = 37, Mittelwert (kein krankheitsbedingter Tod) = 0,80, Standardabweichung (kein 

krankheitsbedingter Tod = 0,41, n (krankheitsbedingter Tod) = 40, Mittelwert 

(krankheitsbedingter Tod) = 0,62, Standardabweichung (krankheitsbedingter Tod) = 0,39) 

und eine hormonelle Aktivität (p = 0,006, n (nicht hormonaktiv) = 33, Mittelwert (nicht 

hormonaktiv) = 0,86, Standardabweichung (nicht hormonaktiv) = 0,42, n (hormonaktiv) = 45, 

Mittelwert (hormonaktiv) = 0,60, Standardabweichung (hormonaktiv) = 0,36) sowie eine 



102 

 

Androgenproduktion (p = 0,030, n (keine Androgenproduktion) = 55, Mittelwert (keine 

Androgenproduktion) = 0,77, Standardabweichung (keine Androgenproduktion) = 0,44, n 

(Androgenproduktion) = 23, Mittelwert (Androgenproduktion) = 0,55, Standardabweichung 

(Androgenproduktion) = 0,36) der ACCs traten seltener auf. Ferner ereignete sich bei 

höherer Expression des GR ein krankheitsbedingter Tod seltener (p = 0,024, n (kein 

krankheitsbedingter Tod) = 37, Mittelwert (kein krankheitsbedingter Tod) = 0,21, 

Standardabweichung (kein krankheitsbedingter Tod) = 0,03, n (krankheitsbedingter Tod) = 

40, Mittelwert (krankheitsbedingter Tod) = 0,20, Standardabweichung (krankheitsbedingter 

Tod) = 0,04).  

 Besonders interessant waren bei der Kohorte 2 die Ergebnisse, dass eine höhere 

Expression von Hsp90β (p = 0,014, n (< 0,77) = 48, Zensuren (< 0,77) = 18, Mittelwert (< 0,77) 

= 91,82 Monate, Standardabweichung (< 0,77) = 18,94 Monate, n (≥ 0,77) = 32, Zensuren (≥ 

0,77) = 22, Mittelwert (≥ 0,77) = 174,19 Monate, Standardabweichung (≥ 0,77) = 34,41 

Monate) und des GR (p = 0,008, n (< 0,18) = 17, Zensuren (< 0,18) = 6, Mittelwert (< 0,18) = 

38,53 Monate, Standardabweichung (< 0,18) = 8,77 Monate, n (≥ 0,18) = 63, Zensuren (≥ 

0,18) = 34, Mittelwert (≥ 0,18) = 136,11 Monate, Standardabweichung (≥ 0,18) = 21,45 

Monate) mit einer längeren Gesamtüberlebensrate einhergingen. Die Expression von 

Hsp90β und des GR wären gemäß unseren Ergebnissen somit als prognostische Marker für 

Patienten mit ACCs denkbar. 
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8 Anhang 

 

8.1 Zusatzmaterial zu den Ergebnissen 

 

8.1.1 Zusatzmaterial zu den Ergebnissen von Kohorte 1 

 

 
Rezidiv Proben-

anzahl 

Mittelwert Standard-

abweichung 

 p-Wert 

H-Score von 

Hsp90α (0-3) 

Rezidivfrei 2 0,00 0,00 Nicht sinnvoll 

bestimmbar 
 

  Mit Rezidiv 2 1,48 0,20 

Tabelle 19. Statistische Daten zu dem Zusammenhang zwischen dem H-Score von Hsp90α 
und dem Auftreten eines Rezidivs (berücksichtigt wurden nur ACCs). 

 

 
Krankheits-

bedingter 

Tod 

Proben-

anzahl 

Mittelwert Standard-

abweichung 

 p-Wert 

H-Score von 

Hsp90α (0-3) 

Kein krank-

heitsbe-

dingter Tod 

2 0,00 0,00 Nicht sinnvoll 

bestimmbar 

  Krankheits-

bedingter 

Tod 

3 1,21 0,48 

Tabelle 20. Statistische Daten zu dem signifikanten Zusammenhang zwischen dem H-Score 
von Hsp90α und dem krankheitsbedingten Tod (berücksichtigt wurden nur ACCs). 

 

 
Tumorhisto-

logie (ACA vs. 

ACC) 

Probenanzahl Mittelwert Standard-

abweichung 

p-Wert 

H-Score von 

Hsp90β (0-3) 

ACA 26 0,90 0,39 0,001 



132 

 
 

ACC 6 1,62 0,43 
 

Tabelle 21. Statistische Daten zu dem signifikanten Zusammenhang zwischen dem H-Score 
von Hsp90β und der Tumorhistologie (ACA oder ACC). 

 

 
Histologie 

und Funk-

tionalität 

Probenanzahl Mittelwert Standard-

abweichung 

 p-Wert 

H-Score von 

Hsp90β (0-3) 

Inaktives 

Nebennieren-

Adenom 

8 0,84 0,38 0,003 

  

  

  

  

 
Subklinisches 

Cushing-

Adenom 4 

 

0,76 

 

0,36 

 
 Cushing-

Adenom 14 0,98 0,40 

 ACC 6 1,62 0,43 

 
Androgen 

produzieren-

des Adenom 

1 

 

1,37 

 

Nicht sinnvoll 

bestimmbar 

 

Nicht sinnvoll 

bestimmbar 

 

Bonferroni 

 

Art des 

Tumors 

(Diagnose) 

Art des 

Tumors 

(Diagnose)  

p-Wert 

 

 

Inaktives 

Nebennieren-

Adenom 

Subklinisches 

Cushing-

Adenom  

1 

   
Cushing-

 1 
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Adenom 

   ACC  0,006 

 

 

Subklinisches 

Cushing-

Adenom 

Inaktives 

Nebennieren-

Adenom  

1 

 

  

Cushing-

Adenom  

1 

   ACC  0,013 

 

 

Cushing-

Adenom 

Inaktives 

Nebennieren-

Adenom  

1 

 

  

Subklinisches 

Cushing-

Adenom  

1 

   ACC  0,015 

 

 ACC 

Inaktives 

Nebennieren-

Adenom  

0,006 

 

  

Subklinisches 

Cushing-

Adenom  

0,013 

 

  

Cushing-

Adenom  

0,015 

Tabelle 22. Statistische Daten zu dem signifikanten Zusammenhang zwischen dem H-Score 
von Hsp90β sowie Histologie und Funktionalität. 
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Hormon-

aktivität 

(differenziert) 

Probenanzahl Mittelwert Standard-

abweichung 

p-Wert 

H-Score von 

Hsp90β (0-3) 

Keine 

Hormon-

aktivität 9 0,80 0,34 

0,001 

 
Androgene 2 1,71 0,48 

 

 Cortisol 11 0,90 0,37  

 Cortisol + 

andere 4 1,57 0,28 

 

 

Bonferroni 

 

Hormon-

aktivität 

(differenziert) 

Hormon-

aktivität 

(differenziert)  

p-Wert 

 

 

Keine 

Hormon-

aktivität Cortisol  1 

   Androgene  0,016 

 

  

Cortisol + 

andere  0,007 

 

 Androgene 

Keine 

Hormon-

aktivität  0,016 

   Cortisol  0,037 

 

  

Cortisol + 

andere  1 
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 Cortisol 

Keine 

Hormon-

aktivität  1 

   Androgene  0,037 

 

  

Cortisol + 

andere  0,018 

 

 

Cortisol + 

andere 

Keine 

Hormon-

aktivität  0,007 

   Cortisol  0,018 

   Androgene  1 

Tabelle 23. Statistische Daten zu dem signifikanten Zusammenhang zwischen dem H-Score 
von Hsp90β und der hormonellen Aktivität (differenziert). 

 

 
Klinische 

Symptomatik 

Probenanzahl Mittelwert Standard-

abweichung 

p-Wert 

H-Score von 

Hsp90β (0-3) 

Keine 

Symptome 11 0,89 0,36 0,008 

 
Cushing 9 0,84 0,39   

 Virilismus 2 1,33 0,06   

 Cushing + 

Virilismus 2 1,81 0,10   

  

Bonferroni 

 

Klinische 

Symptomatik 

Klinische 

Symptomatik  p-Wert 
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Keine 

Symptome Cushing  1 

   Virilismus  0,654 

 

  

Cushing + 

Virilismus  0,014 

 

 Cushing 

Keine 

Symptome  1 

   Virilismus  0,574 

 

  

Cushing + 

Virilismus  0,012 

 

 Virilismus 

Keine 

Symptome  0,654 

   Cushing  0,574 

 

  

Cushing + 

Virilismus  1 

 

 

Cushing + 

Virilismus 

Keine 

Symptome  0,014 

   Cushing  0,012 

   Virilismus  1 

Tabelle 24. Statistische Daten zu dem signifikanten Zusammenhang zwischen dem H-Score 
von Hsp90β und der klinischen Symptomatik. 

 

 
Rezidiv Proben-

anzahl 

Mittelwert Standard-

abweichung 

p-Wert 

H-Score von 

FKBP51 (0-3) 

Kein Rezidiv 2 2,02 0,03 Nicht sinnvoll 

bestimmbar 
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Rezidiv 2 1,85 0,01 
 

Tabelle 25. Statistische Daten zu dem Zusammenhang zwischen dem H-Score von FKBP51 
und dem Auftreten eines Rezidivs (berücksichtigt wurden nur ACCs). 

 

 
Krankheits-

bedingter Tod 

Proben-

anzahl 

Mittelwert Standard-

abweichung 

p-Wert 

H-Score von 

GR (0-3) 

Kein krank-

heitsbe-

dingter Tod 
2 0,78 0,75 

Nicht 

sinnvoll 

bestimm-

bar   Krankheits-

bedingter Tod 
2 1,79 0,08 

Tabelle 26. Statistische Daten zu dem Zusammenhang zwischen dem H-Score von GR und 
dem krankheitsbedingten Tod (berücksichtigt wurden nur ACCs). 

 

8.1.2 Zusatzmaterial zu den Ergebnissen von Kohorte 2 

 

 
Krankheits-

bedingter 

Tod 

Proben-

anzahl 

Mittelwert Standard-

abweichung 

p-Wert 

H-Score von 

Hsp90β (0-3) 

Kein krank-

heitsbe-

dingter Tod 
37 0,80 0,41 

0,041 

  

 
Krankheits-

bedingter 

Tod 
40 0,62 0,39 

Tabelle 27. Statistische Daten zu dem signifikanten Zusammenhang zwischen der 
Expression von Hsp90β und dem krankheitsbedingten Tod. 

 
 

Hormon-

aktivität (ja 

oder nein) 

Proben-

anzahl 

Mittelwert Standard-

abweichung 

p-Wert 
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H-Score von 

Hsp90β (0-3) 

Nicht 

hormonaktiv 
33 0,86 0,42 0,006 

  
 

Hormonaktiv 45 0,60 0,36 

Tabelle 28. Statistische Daten zu dem signifikanten Zusammenhang zwischen der 
Expression von Hsp90β und der Hormonaktivität. 

 

 
Produktion 

von 

Androgenen  

Proben-

anzahl 

Mittelwert Standard-

abweichung 

p-Wert 

H-Score von 

Hsp90β (0-3) 

Nicht 

Androgen-

produzierend 
55 0,77 0,44 

0,030 

  

 
Androgen-

produzierend 
23 0,55 0,36 

Tabelle 29. Statistische Daten zu dem signifikanten Zusammenhang zwischen der 
Expression von Hsp90β und der Produktion von Androgenen. 

 

 
Krankheits-

bedingter 

Tod 

Proben-

anzahl 

Mittelwert Standard-

abweichung 

p-Wert 

H-Score von 

GR (0-3) 

Kein krank-

heitsbe-

dingter Tod 
37 0,21 0,03 

0,024 

  

 
Krankheits-

bedingter 

Tod 
40 0,20 0,04 

Tabelle 30. Statistische Daten zu dem signifikanten Zusammenhang zwischen der 
Expression von GR und dem krankheitsbedingten Tod. 

 

H-Score von 

Hsp90β (0-3) 

Proben-

anzahl 

Zensuren Mittelwert  Standard-

abweichung 

p-Wert 
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< 0,77 48 18 91,82 18,94 0,014 

≥ 0,77 32 22 174,19 34,41 

 
Gesamt 80 40 121,26 18,88  

Tabelle 31. Statistische Daten zu dem signifikanten Zusammenhang zwischen der 
Expression von Hsp90β (Zytosol) und der Gesamtüberlebensrate. 

 

H-Score von 

GR (0-3) 

Proben-

anzahl 

Zensuren Mittelwert  Standard-

abweichung 

p-Wert 

< 0,18 17 6 38,53 8,77 0,008 

≥ 0,18 63 34 136,11 21,45 

 
Gesamt 80 40 121,26 18,88  

Tabelle 32. Statistische Daten zu dem signifikanten Zusammenhang zwischen der 
Expression von GR (Nukleus) und der Gesamtüberlebensrate. 
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FKBP52  FK506 bindendes Protein 52 
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HPA-Achse Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (engl. Hypothalamic-

pituitary-adrenal axis) 

Hsp Hitzeschockprotein 
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mTOR Mechanistic target of rapamycin 

PBS Phosphat gepufferte Kochsalzlösung (engl. phosphate-buffered saline) 
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PPIase Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase 

SNP   Single-nucleotide Polymorphism 
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Detergenz Tween®20 
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VEGF   Vascular endothelial growth factor 
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