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1. Einleitung

1.1. StAR-Protein

Das StAR-Protein (Synonym: STARD1), auch bekannt als ,steriodgenic acute re-
gulatory protein®, ist ein Transportprotein, welches fur den Cholesterintransfer in-
nerhalb der Mitochondrien verantwortlich ist. Dabei wirkt StAR ausschlielich auf
der zytosolischen Seite der auReren Mitochondrienmembran. Das lipophile Cho-
lesterin kann den wassrigen Intermembranraum ohne das Transportprotein StAR,
nicht Uberqueren (Sugawara et al. 1995). Daher transportiert StAR das Choleste-
rin von der auf3eren, cholesterinreichen zur inneren, cholesterinarmen Mitochond-
rienmembran. Zielstruktur ist hierbei das sich auf der Matrixseite der inneren Mito-
chondrienmembran befindliche Enzym Cholesterin-Desmolase (Synonyme:
CYP11A1, Cytochrom-P-450) (Miller 2007). Das Enzym spaltet hierbei die Seiten-
kette des Cholesterins ab und es entsteht bei dem Prozess Pregnenolon. Dieser
Vorgang beinhaltet den ersten Schritt der Steroidsynthese. Somit reguliert StAR
den ersten, geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Steroidsynthese (Selvaraj
et al. 2018).

Frihere Studien deuteten darauf hin, dass die Transkriptionsrate des StAR-Gens
eine der wichtigsten Determinanten der Steroidgenese ist. Die genauen biochemi-
schen Ablaufe des Transferprozesses sind noch nicht geklart. Es bestehen zahl-
reiche Theorien hinsichtlich eines Shuttles, Kanals beziehungsweise einer Memb-
ranbrticke (Miller 2007).
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Abbildung 1: Steriodhormonsynthese. Der erste Schritt der Steriodhormonsynthese findet in den Mitochond-
rien der Steroidhormon produzierenden Zellen statt. Das Cholesterin muss dazu von der dul3eren Mitochondri-
enmembran zur inneren transportiert werden. Auf der Matrixseite der inneren Mitochondrienmembran befindet

sich das Cytochrom p450 side chain cleavage Enzymsystem (p450scc), dass die Abspaltung der Seitenkette

vom Cholesterin durchfiihrt. Dabei wird das Steroid Pregnenolon gebildet. (Modifiziert nach Thomson 2003)

1.1.1. Struktur und Aufbau

Das fur StAR codierende Gen ist auf dem Chromosom 8p11.2 des humanen Ge-
noms lokalisiert. Es besitzt sieben Exons, welche von 6 Introns unterbrochen wer-
den und eine Gesamtlange von 8 Kilobasenpaaren aufweist (Sugawara et al.
1995). Das StAR-Gen ist ein nukledres Gen, das flr ein 37-kDa- Praprotein ko-
diert. Dieses wird dann als kurzlebiges 37-kDa-Praprotein im Zytoplasma syntheti-
sier und besteht insgesamt aus 285 Aminosauren (Clark und Stocco 2014a,
2014b, 2024).

Das StAR-Protein besitzt zwei Domanen, eine N-terminalen mitochondrialen Tar-
geting-Sequenz und eine C-terminalen START-Domane. Mit seinem N-Terminus
bindet StAR zielgerichtet an die Mitochondrien. Dieses Signal wird beim Eindrin-
gen in das Mitochondriuminnere abgespalten und StAR wird hierdurch inaktiviert.
Durch die Abspaltung der N-terminalen mitochondrialen Importsequenz entsteht
ein 32 kDa-Zwischenprodukt, welches letztendlich zu einer reifen, langlebigen in-
tramitochondrialen 30-kDa-Form verarbeitet wird. Die 37-kDa-Form ist somit die
Vorstufe, und das 30-kDa-Protein, welches sich in der Matrix befindet, die reife
Form. (Miller 2007). Dadurch besteht StAR lediglich aus einer funktionellen Do-
mane. Die C-terminale START-Domane besitzt eine alpha/beta-Helix-Griff-
Faltstruktur, die ein neunstrangiges antiparalleles Blatt enthalt (Sugawara et al.
1995). Dieses Blatt bildet eine lange hydrophobe Tasche, an die Cholesterin



bindet. Die Aminosauresequenz der StAR-Funktionsdomane wurde zur ldentifizie-
rung der START-Domanenfamilie (START fur steroidgenic acute regulatory pro-
tein (StAR)-related lipid-transfer domain) verwendet. START-Domanen binden
hydrophobe Lipide. StAR gehort zur START-Unterfamilie der Saugetiere
(STARD1). Die STARD1-Unterfamilie besteht aus zwei Mitgliedern, StAR
(STARD1) und MLN64 (STARD3). Die START-Domane des StAR-Proteins fordert
die Translokation von Cholesterin zwischen den beiden Mitochondrienmembranen
(Selvaraj et al. 2018).
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Abbildung 2: Struktur des StAR-Proteins. Dargestellt ist die C-terminale START-Doméne und die N-Terminale
mitochondriale Importsequenz in lila. Die START-Doméne hat eine typische a-/8-Helix-Griffstruktur mit neun
B-Stréngen, die von zwei a1- und a4-Helices flankiert werden. Die Wénde der hydrophoben Tasche werden
von den zentralen 3-Stréngen, drei a2a4-Helices und der Q1-Schleife zwischen den 85- und B6-Stréngen ge-
bildet. Die gestrichelte Linie zeigt die vermutliche Stelle der Leaderpeptidspaltung in der mitochondrialen Mat-
rix an.(Modlifiziert nach Tugaeva und Sluchanko 2019)

Die StAR-Genexpression findet in der Nebennierenrinde und in den Keimdrisen
statt. In der Nebennierenrinde findet die Expression vor allem in der Zona fascicu-
lata und in der Zona reticularis statt. In der Zona glomerulosa ist eine verhaltnis-
malig geringere Expression zu finden. Die Genexpression in der Nebennieren-
rinde wird von dem tropischen Hormon Adrenocorticotropin-Hormon (ACTH) ge-
steuert. Dabei sezerniert der Hypothalamus pulsatil das Corticotropin Releasing
Hormon (CRH), welches auf die Hypophyse wirkt. Die Hypophyse sezerniert da-
raufhin ACTH. ACTH wirkt auf die Nebennierenrinde und veranlasst neben der
Steriodbiosynthese die Regulierung des StAR-Proteins (Anuka et al. 2013). Ahn-
lich verhalt es sich bei den Keimdrisen. Der Hypothalamus sezerniert pulsatil das
Gonadotropin- Releasing Hormon (GnRH). Auf die Hypophyse wirkend werden



Gonadotropine sezerniert, wobei das luteinisierende Hormon (LH) auf die Hoden,
und das Folikel stimulierende Hormon (FSH) auf die Eierstdocke wirkt. Neben der
Produktion von Testosteron beziehungsweise Estradiol wird die StAR-Produktion
in den entsprechenden Geweben reguliert (Selvaraj et al. 2018). Die drei tropi-
schen Hormone (LH, FSH, ACTH) binden dabei an ihre kognitiven 7-Transmemb-
ran-G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren, wodurch eine Signalkaskade aktiviert
wird. Nach der Ligandenbindung erhoht die Adenylatzyklase (AC) mittels Adeno-
sintriphosphats (ATP) den cAMP-Spiegel. Dieser Vorgang fuhrt zur Aktivierung der
cAMP-abhangigen Proteinkinase A (cCAMP-PKA), der Phospholipase C-Diacylgly-
cerin-Proteinkinase C-Inositol-1,4,5-Trisphosphat (PLC-DAG-PKC-IP3), der mito-
genaktivierten Kinase (MAPK) und der Kalzium-Signalwege. Der mRNA-Spiegel
von STAR wird akut (innerhalb von Minuten) nach einer Stimulation durch tropi-
sche Hormone erhdht. Die Transkription ist unabhangig von der Proteinsynthese
(Cycloheximid-unempfindlich) und die Expression ist voribergehend, da die Tran-
skription nach Wegfall des Stimulus endet (Clark und Stocco 2014a, 2014b, 2024).
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Abbildung 3: Regulierung der Steriodbiosynthese. a) Dargestellt ist die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennie-
ren-Gonaden-Achse. Der Ablauf ist im Text aufgefiihrt. b) Aufgefiihrt sind die Mechanismen fiir eine erhéhte
StAR- und steroidogene Genexpression nach Stimulation durch tropische Hormone. Der Signaltransduktion-
weg ist im Text beschrieben. (Modifiziert nach Clark und Stocco 2014b, 2024)

1.1.2. Wirkungsmechanismus

Cholesterin ist als lipophile Substanz in wassrigen Losungen (z. Bsp. im Blut, Lym-
phe, Gallenflissigkeit etc.) nicht I6slich. Daher muss das Cholesterin in eine was-
serlosliche Form umgewandelt werden. Je nach Transportweg und -ort werden un-
terschiedliche Transportmedien wie Mizellen, Lipoproteine, StAR und strukturell
verwandte StAR-Proteine (StARD3,-4,-5,-6) genutzt (Miller 2007). Das aus der
Nahrung aufgenommene, beziehungsweise mittels Biosynthese hergestellte Cho-
lesterin wird unter katabolen Bedingungen in der Leber zusammen mit Triglyzeri-
den und Proteinen in VLDL (Very low Density Lipoproteine) verpackt. VLDL ver-
sorgt das oxidative Gewebe mit Triglyzeriden und wird so zu LDL (Low Density Li-

poproteine) umgebaut. LDL, welches aus VLDL entsteht, ist cholesterinreich und



versorgt das extrahepatische Gewebe mit Cholesterin. Zudem kontrolliert LDL im
peripheren Gewebe die De-novo-Synthese von Cholesterin. LDL-Partikel gelten
als wichtigste Cholesterin-Transportmolekiile im Blut. Uber den LDL-Rezeptor
werden zwei Drittel des Cholesterins mittels Endozytose in die Zelle aufgenom-
men. Der Rest erfolgt Uber Scavenger-Rezeptoren (Ginsberg 1998). Die LDL-Par-
tikel besitzen eine B-100-Proteinkomponente, mit der sie ein spezifisches Rezep-
torprotein auf der Plasmamembran binden. Diese spezifischen LDL-Rezeptoren
konzentrieren sich an den sogenannten ,coated pits“ (Caveolae). Diese Rezeptor-
LDL-Komplexe werden mittels Endozytose in die Zelle geschleust. Es bilden sich
sogenannte ,coated vesicle“ (Nordestgaard und Tybjaerg-Hansen 1992). Diese
Vesikel werden mithilfe einer Clathrinhulle stabilisiert, welche kurz nach der Ab-
schnurung des Vesikels zerfallen. Dadurch entsteht ein Endosom. Wahrend der
Reifung des Endosoms fallt der pH-Wert kontinuierlich, wodurch es zur Trennung
des LDL-Partikels vom LDL-Rezeptor kommt (Simons und lkonen 2000). Wahrend
des Rezeptor-Recyclings fusionieren die LDL-haltigen Endosomen mit den Lyso-
somen. Es findet ein enzymatischer Abbau der LDL-Partikel statt, wobei der Pro-
teinanteil in Aminosauren hydrolysiert und die Cholesterinester, mittels lysosomale
saure Lipasen, in Cholesterin und freie Fettsduren gespalten werden (Elshourbagy
et al. 2014). Fur den Cholesterintransport aus den Lysosomen heraus sind die
Proteine NPC1 und MLN64 (STARD3) notwendig. Mittels dieser Proteine gelangt
ein Teil des Cholesterins aus den Lysosomen zum endoplasmatischen Retikulum
(ER) (Lange et al. 1991). Das unveresterte Cholesterin gelangt von dort aus zur
Plasmamembran, wo es fur die Membransynthese verwendet werden kann. Zu-
dem kann das unveresterte Cholesterin zur Speicherung in die Zelle mittels des
Enzyms Acyl-Coenzym A: Cholesterin-Acyltransferase (ACAT) neu verestert wer-
den. Das Enzym ACAT ist am ER lokalisiert, welches die Veresterung des Choles-
terins aus den Lysosomen, sowie des im ER neu synthetisierten Cholesterins ka-
talysiert. Die Cholesterinester kdnnen nun in intrazellulare Lipidtropfchen gespei-
chert werden (Norum 2017; Norum 1977). Dieser Vorgang erfolgt bei einem Uber-
angebot von Cholesterin in den Zellen. Die Veresterung erfolgt aufgrund der toxi-
schen Wirkung von zu viel freiem Cholesterin in der Zelle. Unter katabolen Bedin-
gungen konnen diese Veresterungen mittels einer Cholesterinesterase aufgespal-
ten werden, und das Cholesterin steht dem Gewebe wieder zur Verfligung. Das

sich im Zytoplasma befindliche Cholesterin wird an die C-terminale START-
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Domane des StAR-Proteins gebunden, dabei bildet StAR eine Cholesterin-Tasche
aus. Anschliel3end erfolgt der Transport zur auf3eren Mitochondrienmembran.
Nach Bindung des StAR-Proteins an den Mitochondrien, hebt sich die C-termi-
nale-Helix aus der Cholesterin-Tasche ab und setzt dadurch das Cholesterin frei
(Arakane et al. 1998). Wenn StAR mit seinen protonierten Phospholipid-Kopfgrup-
pen auf der aulleren Mitochondrienmembran interagiert, durchlauft es eine Konfor-
mationsanderung (molten globule transition), dadurch 6ffnet und schlief3t sich die
cholesterinbindende Tasche von StAR. Dieser Vorgang geschieht durch saurebe-
dingtes Aufbrechen der Wasserstoffbrickenbildung (Stocco und Clark 1996). Es
wird angenommen, dass der Import und die Verarbeitung von StAR durch die Mi-
tochondrien ein ,,Aus“-Schalter fir den Cholesterintransfer und damit fur die Stero-
idgenese sind (Miller 2007). Das freigesetzte Cholesterin kann anschlieend von
weiteren Proteinen (v.a. TSPO) in eine Pore der inneren Mitochondrienmembran
Uberfuhrt werden. Die Bindungsaffinitat von TSPO (Translocator Protein) an Cho-
lesterin ist deutlich hoher als StAR. TSPO bindet PAP7 an der aul3ere Mitochond-
rienmembran, an welches sich die ProteinkinaseA anlagert, die StAR phosphory-
liert und dadurch die Pregenolon-Bildung beschleunigt (Selvaraj et al. 2018). Zu-
dem wird vermutet, dass StAR bei dem Transportprozess mit dem peripheren
Benzodiazepinrezeptor interagiert, der sich an der aul3eren Mitochondrienmemb-
ran befindet (Miller 2014) . An dieser Stelle muss erwahnt werden, dass der ge-
naue Wirkmechanismus von StAR noch nicht geklart ist (Miller 2007).

11
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Abbildung 4: Cholesterintransport. Cholesterin wird in Form von LDL-Partikeln liber den LDL-Rezeptor bezie-
hungsweise in Form von HDL-Partikeln (iber den Scavenger Rezeptor (SR-B1) in die Zelle aufgenommen.
Das NPC1 Protein sowie das MLN64 Protein (STARD3) sind fiir den Cholesterintransport aus den Endoso-
men/Lysosomen heraus verantwortlich. Ein Teil des Cholesterins wird von den Lysosomen zum ER transpor-
tiert. Das in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisierte Protein ACAT (Acyl-CoA: Cho-
lesterin Acyltransferase) katalysiert die Veresterung des aus den spéten Endosomen/Lysosomen stammen-
den und des im ER neu synthetisierten Cholesterins. Das veresterte Cholesterin kann in intrazelluldren Lipid-
trépfchen gespeichert werden. Das StAR-Protein ist notwendig fiir den Cholesterintransport von der dul3eren
zur inneren Mitochondrienmembran. TSPO und wahrscheinlich andere Proteine sind flir den Transport des
Cholesterins durch die Poren der inneren Mitochondrienmembran verantwortlich. An der inneren Mitochondri-
enmembran wird Cholesterin mittels des Enzyms P450scc zu dem Steroidhormon Pregnenolon umgewandelt.
(Modifiziert nach Miller 2014)

1.2. Klinische Relevanz in der Tumortherapie

Das StAR-Protein hat unter anderem eine klinische Relevanz bei Leberkarzino-
men. Es wurde beobachtet, dass der Gehalt des mitochondrialen Cholesterins
(Crain et al. 1983; Feo et al. 1975) sowie des StAR-Proteins in transformierten
menschlichen Hepatozyten wesentlich hoher ist als im Vergleich zu primaren He-
patozyten (Hall et al. 2005). Mitochondrien gelten als cholesterinarmere Organel-
len, die nicht mehr als 3-5% des Plasmamembrangehalts dieses Sterols enthalten
sollten (Maxfield und Tabas 2005). Aufgrund dieser Beobachtung haben Montereo
et al. die Hypothese aufgestellt, dass die Anreicherung von Cholesterin in den Mi-
tochondrien zu einer geringeren Anfalligkeit fir den apoptotischen Zelltod fuhrt
und die Zellen somit resistenter gegen eine Krebstherapie machen konnten. Dem-
zufolge wurde StAR einen Schutz vor einer Chemotherapie induzierten Apoptose
bewirken (Montero et al. 2008). Folglich fuhrte die Behandlung von Tumorzellen

mit einem zytotoxischen Anthrazyklin (Doxorubicin) zu einer vermehrten Apoptose,
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sofern die endogene Cholesterinsynthese durch Statine oder die erhéhten StAR-
Werte in hepatozellularen Humankarzinomzellen reduziert worden waren. Bose et
al. stellten die Vermutung auf, dass ausschlaggebend fir den von StAR initiierten
Schutz vor einer Chemotherapie-induzierten Apoptose die Interaktion von StAR
mit dem VDAC (voltage-dependent-anion-channel) ware (Bose et al. 2008; Rone
et al. 2009; Rone et al. 2012). Bei diesem spannungsabhangigen Anionenkanal
handelt es sich um eine Pore der duf3eren Mitochondrienmembran. Diese Kanale
sind nicht nur fur eine geregelte Funktionsfahigkeit der Mitochondrien entschei-
dend, sondern auch an der Apoptose der Mitochondrien beteiligt (Keinan et al.
2010). Aufgrund dieser Beobachtungen haben Bose et al. die Hypothese aufge-
stellt, dass die Expression von StAR flr eine Krebszelle aufgrund der Beeintrachti-

gung der VDAC-Funktion bei der Apoptose von Vorteil sei (Bose et al. 2008).

Eine weitere, wesentliche Rolle konnte StAR in kastrationsresistenten Prostatakar-
zinomen spielen. Der bosartige Tumor in der Vorsteherdrise gehort zur zweithau-
figsten Krebserkrankung bei Mannern. Da es anfangs indolent und asymptoma-
tisch ist, wird er oftmals erst spater entdeckt. Die Inzidenz- und Mortalitatsraten
von Prostatakrebs korrelieren stark mit dem Alter. Die hochste Inzidenz ist bei al-
teren Mannern (ab 65 Jahre) zu beobachten (Rawla 2019). Als wichtiges Thera-
pietarget gilt hierbei die Anti-Hormontherapie, die auf das Steroid Testosteron ab-
zielt. Der Zusammenhang zwischen Testosteron und Prostatakarzinom wurde
erstmals von Huggins et al. berichtet (Huggins und Hodges 2002; Huggins und
Hodges 1972; Huggins 1941). Dabei stellten sie nicht nur fest, dass Testosteron
die Proliferation der Krebszellen fordert, sondern dass eine Kastration sich prog-
nostisch gunstig auswirkt (Huggins 1941). Angesichts dieser Beweise wurde die
Kastration als erste wirksame Behandlung flir metastasierenden Prostatakrebs
festgelegt (Huggins und Hodges 1972; Huggins und Hodges 2002; Huggins 1941).
Heutzutage wird bei einem fortgeschrittenen Prostatakarzinom mittels der Andro-
gendeprivation (ADT) der Spiegel der Hormone Testosteron und Dihydrotestoste-
ron gesenkt. Dabei wird die medikamentdse Kastration der chirurgischen vorgezo-
gen (Teo et al. 2019). Metastasen des Prostatakarzinoms sind zunachst immer
hormonabhangig, somit sind sie auf Testosteron als ihre Nahrungsquelle angewie-
sen. Aus diesem Grund kénnen sie durch eine Hormonentzugstherapie in ihrem
Wachstum kontrolliert werden (Yassin et al. 2019). Der Nachteil der Anti-Hormon-

therapie ist jedoch, dass sich haufig eine Resistenz gegen die medikamentdse
13



Kastration entwickelt, die auch Kastrationsresistenz genannt wird. Bei diesem
kastrationsrefraktarem Prostatakarzinom ist ein erneutes Tumorwachstum durch
eine zunehmende Testosteron-Empfindlichkeit der Tumorzellen zu beobachten
(Grasso et al. 2012). Diese erworbene Empfindlichkeit liegt an der vermehrten Bil-
dung von Androgenrezeptoren durch die Tumorzellen. Ein anderer dazu synergis-
tischer Mechanismus ist, dass Teile der nach einer ADT Uberlebenden Prosta-
takarzinomzellen vermehrt ihr eigenes das Androgen produzieren, welches sie
zum Uberleben brauchen (Locke et al. 2010; Locke et al. 2008). Beispielsweise
konnen Fettsauren wie die Arachidonsaure in steroidarmen Prostatakrebszellen
die Androgensynthese auslosen (Locke et al. 2010). Die Arachidonsaure aktiviert
StAR, welches freies Cholesterin in die Mitochondrien transportiert. Somit induziert
Arachidonsaure den ersten geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Steriodbio-
synthese mittels des StAR-Proteins (Locke et al. 2010). Zudem untersuchten Lo-
cke et al. die Proteinexpression von StAR in den Mitochondrien (Locke et al. 2010;
Locke et al. 2008). Wahrend die Expression von StAR in allen Fraktionen niedrig
blieb, stieg sie jedoch bei Abwesenheit von Androgenen an (Locke et al. 2010). So
erhielten Locke et al. die Erkenntnis, dass StAR in Abwesenheit von Androgenen
aktiv wird und vermehrt hochreguliert wird (Locke et al. 2010). Aus diesem Grund
empfehlen Locke et al. die Fettsaurewege bei fortschreitendem Prostatakrebs the-

rapeutisch anzugehen (Locke et al. 2010).

Die StAR-Expression ist auch bei adrenokortikalen Adenomen (kurz: ACA) von
Bedeutung. Beim adrenokortikalen Adenom handelt es sich um eine gutartige Ver-
grofRerung der Nebenniere. ACA kann mit einem Hyperaldosteronismus (Conn-
Syndrom) oder mit einer vermehrten Glukokortikoidbildung (Morbus Cushing) ver-
gesellschaftet sein (Elbanan et al. 2020). Die StAR-Expression zeigt dabei eine
klare Korrelation mit Genmutationen im Zusammenhang mit dem cAMP/PKA-Sig-
nalweg. Dabei sind die PKA-Aktivitat (Proteinkinase A) und die StAR-Expression
bei ACA mit Mutationen in PRKACA-Gen signifikant erhoht. Zu beachten ist hier-
bei, dass die Induktion von cAMP und die daraus resultierende cAMP-abhangige
Signalubertragung zweifellos der Hauptweg ist, der die StAR-Expression und die
Steroidbiosynthese reguliert (Cao et al. 2014). Des Weiteren wurde in der Studie
von Zhou et al. eine hohe Expression von StAR in Tumoren mit Mutationen in
PRKACA, GNAS und PRKAR1A nachgewiesen. Aufgrund dieser Ergebnisse sei

laut Zhou et al. die immunhistochemische Farbung von StAR ein zuverlassiger
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pathologischer Marker fir die Diagnose und Klassifikation von adrenokortikalen A-
denomen mit Mutationen im cAMP/PKA-Signalweg (Zhou et al. 2016).

1.3. StAR-Mutation

Inaktivierende Mutationen (sog. loss-off-function Mutationen) im StAR-Gen kdnnen
die Ursache fur die selten auftretende, kongenitale lipoide Nebennierenhyperlasie
(kurz CLAH) sein. Dabei handelt es sich um eine Sonderform des adrenogenitalen
Syndroms und wird als AGS-Typ 1 bezeichnet. Diese aulerst seltene Mutation
wird autosomal-rezessiv vererbt (Stratakis und Rennert 1999). Seit der Kartierung
des StAR-Proteins im Jahre 1995 seitens Sugawara wurden 77 Mutationen (Stand
2017) in diversen ethnischen Gruppen identifiziert. Wahrend die StAR p.Q258 Mu-
tation haufig bei Koreanern, Japanern und Chinesen auftritt, sind die p.R1182L-
und ¢.201_202delCT-Mutationen haufig bei palastinensischen Arabern zu be-
obachten (Kang et al. 2017; Abdulhadi-Atwan et al. 2007). Im &stlichen Saudi-Ara-
bien hingegen ist die P.R182H-Mutation vertreten und in der Schweizer-Bevolke-
rung die p.L260P-Mutation (Chen et al. 2005; Flick et al. 2005). Bei CLAH, die ur-
sprunglich von Prader und Siebenmann beschrieben wurde, handelt es sich um
die schwerste Form der kongenitalen Nebennierenhyperplasie (Prader und Sie-
benmann 1957). Hierbei ist die Synthese der Sexualhormone sowie der Gluko-
und Mineralkortikode gestort (Katsumata et al. 1999). Neben einer schweren Ne-
bennierenrindeninsuffizienz haben die Betroffenen vergroferte Nebennieren, die
hohe Mengen an Cholesterin und Cholesterinestern enthalten. Bei Frauen produ-
zieren die fetalen Ovarien wenig beziehungsweise keine Steroide. Dieser subopti-
male Ostrogenspiegel fiihrt zur geringfiigigen Feminisierung. Bei Mannern ist zu-
dem eine erhohte Lipidakkumulation in den Leydig-Zellen des Hodens beobachtet
worden, da aufgrund der StAR-Mutation die Umwandlung von Cholesterin in
Pregenolon nicht stattfinden kann. Zudem ist beim mannlichen Geschlecht eine
Geschlechtsumkehr zu beobachten, da diese nicht virilisiert sind und somit den
vollstandigen Phanotyp eines Madchens entsprechen (Katsumata et al. 1999). Zu-
sammenfassend kann gesagt werden, dass die meisten Patienten unabhangig
vom genetischen Geschlecht weibliche auRere Genitalien entwickeln, da die And-
rogenproduktion in den Hoden ausbleibt (Kang et al. 2017). Haufige und teilweise
lebensbedrohliche Symptome in den ersten Lebenswochen sind hypoglykamische

Krampfe, Erbrechen oder Symptome der Dehydratation. In einigen Fallen kann als
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Notfall eine Nebenniereninsuffizienz auftreten. Des Weiteren weisen die betroffe-
nen Patienten eine Hyperpigmentierung der Haut sowie einen Salzverlust auf, letz-

teres wird mit einer Steroidersatztherapie behandelt (Huang et al. 2016).

1.4. Expression im Normalgewebe

Die mRNA-Expression von StAR im Normalgewebe ist in Abbildung 5 dargestellt.
Laut dem Human Protein Atlas wird StAR vor allem in der Nebenniere, den Ova-
rien und den Hoden exprimiert (Tissue expression of STAR - Summary - The Hu-
man Protein Atlas 2024). Auch die Literaturrecherche auf Pubmed bestatigt, dass
StAR primar von den steroidproduzierenden Zellen exprimiert wird. In der Neben-
nierenrinde findet die Expression von StAR hauptsachlich in der Zona fasiculata,
Zona reticularis und Zona glomerulosa statt (Pollack et al. 1997). Dartber hinaus
sind die den Gonaden ebenfalls an der StAR-Expression beteiligt. Beim mannli-
chen Geschlecht findet die StAR-Expression in den Leydig-Zellen des Hodens
statt, wahrend diese beim weiblichen Geschlecht in den Theka- und Granulosazel-
len der Ovarien stattfindet. StAR soll auch in vielen anderen Geweben exprimiert
werden, die Steroidhormone flir den lokalen Gebrauch produzieren. Hierzu geho-
ren: Gehirn, Auge, Herz, Lunge, Hautzellen (Sebozyten), Fettgewebe, Bauchspei-
cheldrise, Niere, Leber, Darm/Dickdarm und vaskulare Endothelzellen (Anuka et
al. 2013). Geschlechtsunterschiede in der Produktion zeigen sich im Pankreas.
Das Organ exprimiert bei Frauen eine geringere Anzahl an StAR-Proteine als
beim mannlichen Geschlecht (Morales et al. 2008). Im Gegensatz zur tierischen
Plazenta, findet in der menschlichen Plazenta keine StAR-Expression statt. Dort
scheinen alternative Mechanismen wie STARD3 zu existieren, die den mitochond-

rialen Cholesterintransport erleichtern (Anuka et al. 2013; Kim et al. 2003).
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Abbildung 5: RNA Expression von StAR im humanen Gewebe. Verwendete Abklirzung: nTPM Network Termi-
nation for Primary rate Multiplex access. Abbildung entnommen aus The Human Protein Atlas, Stand
07.01.2024. Quelle: (Tissue expression of STAR - Summary - The Human Protein Atlas 2024)

1.5. Bedeutung in Tumoren

Abbildung 6 stellt eine Ubersicht der mMRNA-Expressionen in verschiedenen Tu-
morentitaten aus dem Human Protein Atlas dar. Dabei ist eine deutliche Anreiche-
rung in folgenden Krebsarten zu erkennen: Krebs im Bereich des Kopfes und Hal-
ses, Lungenkrebs, Eierstock- sowie Hodenkrebs. Auch die Literaturrecherche auf
Pubmed bestatigt, dass eine erhohte StAR-Expression in pathologisch verander-
ten, steroidproduzierenden Organen vorzufinden ist. Eine erhdhte Expression von
StAR findet sich beispielsweise in Nebennierenkarzinomen (Zhou et al. 2016;
Pereira et al. 2020).

Die StAR-Expression dient bei Keimstrang-Stroma-Tumoren als nutzlicher Marker.
Als Sex Cord Stromal Tumoren (kurz SCT) werden eine Gruppe von Tumoren be-
stehend aus Granulosa-, Theka-, Sertoli-, Leydigzellen sowie Fibroblasten be-
zeichnet. Laut den Erkenntnissen von Dong et al. dient das StAR-Protein als ntitz-
licher Marker fur die Differentialdiagnose von SCSTs (Dong et al. 2011). Grund
hierflr sei, dass es sehr empfindlich und spezifisch fur Leydigzellen sei. Somit
konnen Tumoren, die diese Komponente enthalten, gut abgegrenzt werden. Zu
diesen Tumoren zahlen die Leydig-Zell-Tumoren (LCT) und die Sertoli-Leydig-
Zell-Tumoren (SLCT). Zudem kann StAR fokal in Granulosazell-Tumoren expri-
miert werden (Dong et al. 2011). Fur Sertoli-Zellen und luteinisierenden Thekazel-
len ist StAR jedoch negativ (Dong et al. 2011). In der Studie von Dong et al. war
die Expression von StAR bei Ovarialkarzinomen, bei denen die Granulosazellen,
Sertoli-Zellen, Leydig-Zellen sowie Sertoli-Leydig-Zellen betroffen waren, stark er-

héht (Dong et al. 2011). Auch beim Hodenkarzinom, bei denen die Leydig-Zellen
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betroffen waren, war eine erhdhte Expression von StAR zu vermerken (Dong et al.
2011). Bei Prostatakarzinomen wurde in einer Studie eine erhdhte Expression des
StAR-Proteins festgestellt (Locke et al. 2010), wobei dieser Befund durch die im
Human Protein Atlas (Abbildung 6) zusammengefassten RNA-Daten nicht besta-

tigt werden konnte.
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Abbildung 6: mRNA-Expression von StAR in verschiedenen Tumorentitdten. Verwendete Abklirzung: FPKM-
Fragments per Kilobase of exon per million reads. Entnommen aus dem Datensatz des The Cancer Genome
Atlas (TCGA) Research Network (https://www.cancer.gov/tcga). Abbildung entnommen aus The Human Pro-
tein Atlas, Stand 07.01.2024 (Expression of STAR in cancer - Summary - The Human Protein Atlas 2024)

1.6. Proteinexpression

Die StAR-Expression wurde nur in wenigen Studien in einzelnen Tumorentitaten
immunhistochemisch untersucht. Die Ergebnisse von 6 IHC-Studien, die sich mit
insgesamt 8 verschiedenen Tumorentitaten befasst haben, sind in Abbildung 7
dargestellt. Die dazugeharigen Literaturverweise sind in Tabelle 1 dargestellt. Die
Abbildung bestatigt erneut das Auftreten der StAR-Expression in Tumoren von
steroidproduzierenden Organen. Sie zeigt jedoch auch, dass die Literaturdaten
sehr unvollstandig sind. Es existieren nur wenige Publikationen, die die StAR-Ex-

pression in wenigen Tumorentitaten und dann in geringer Fallzahl untersucht
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Abbildung 7: Ubersicht aktueller Studienergebnisse zur StAR Immunhistochemie. Auf der Y-Achse sind die
Tumorentitdten nach absteigender Positivitdt aufgelistet. Die X-Achse zeigt die prozentuale Positivitdt von 0-
100% an. Rote Punkte legen Verdffentlichungen mit unter zehn Fallzahlen dar, wéhrend die griinen Punkte
Fallzahlen von tber 10 aufzeigen. Bei den Entitdten, die in mehr als einer Veréffentlichung untersucht worden
sind, zeigen die Kreuze die durchschnittliche Positivitét aller Ergebnisse an. Kein Anspruch auf Vollsténdig-
keit.
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Tabelle 1: Literaturverweise zu Abbildung 7,

Leydig-Zelltumor der Hoden

(Dong et al. 2011

Sertoli-Leydig-Zelltumor der Ovarien

(Dong et al. 2011

Leydig-Zelltumor der Ovarien

Sertoli-Zelltumor der Ovarien

)
)
(Dong et al. 2011)
(Dong et al. 2011)

Granulosazelltumor der Ovarien

(Dong et al. 2011)

Nebennierenrindenkarzinom

(Pereira et al. 2020; Zhou et al. 2016)

OvarialTumoren (nicht weiter spezifi-
Ziert)

(Abd-Elaziz et al. 2005b; Abd-Elaziz et
al. 2005a)

Adenokarzinome der Prostata,

Gleason 3+3

(Locke et al. 2010)

1.7. Zielsetzung

Um einen Uberblick tiber die StAR-Expression in verschiedenen Tumorarten zu

gewinnen und um die mogliche diagnostische oder auch prognostische Rolle der

StAR zu evaluieren, ware es sinnvoll, eine groflde Zahl von Tumoren aller magli-

chen Tumorentitaten unter standardisierten Bedingungen mit einem validierten An-

tikdrper zu untersuchen. In der vorliegenden Studie wurden daher insgesamt

19202 Tumoren von 152 verschiedenen Tumortypen und Subtypen sowie 608

Normalgewebeproben von 76 verschiedenen Normalgewebekategorien in einem

Tissue-Microarray Format auf die Expression von StAR untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Tissue-Microarray-Technik

Die Tissue-Microarray-Methode wurde 1998 von Kononen et al. erstmals publiziert
(Kononen et al. 1998). Die Methode stellt ein Hochdurchsatzverfahren fur Gewebe-
analyse dar. Da bis zu 600 verschiedene Gewebeproben auf einem TMA-Objekttra-
ger enthalten sind, kdnnen - bei gleichzeitiger Verwendung multipler TMAs — an ei-
nem einzigen Tag tausende von Tumoren mittels In-situ-Methoden wie Immunhisto-
chemie oder Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung gefarbt werden. Die wesentlichsten
Vorteile der TMA-Technik liegen in der Zeiteinsparung bei der Durchfihrung von Stu-
dien, den geringeren Reagenzienkosten und dem hohen Ausmal der Standardisie-
rung. Die gleichzeitige Untersuchung von 600 verschiedenen Tumoren auf einem
Gerateschnitt reduziert die bendtigte Menge an Reagenzien im Vergleich zu konven-
tionellen Gro3schnitt-Untersuchungen um einen Faktor von 600. Mit der gleichen
Menge an Reagenzien und Manpower, die bei der Verwendung von Grof3schnitten
fur die Farbung eines Tumors notig gewesen ware, lassen sich mit dem TMA-Verfah-
ren 600 Tumoren gleichzeitig farben. Die Standardisierung von Studien, welche im-
munhistochemische Farbungen verwenden, kann nie effizienter erfolgen als unter
Verwendung der TMA-Methode. Unter Verwendung von TMAs lassen sich namlich
nicht nur Parameter wie die Inkubationszeiten, Konzentrationen von Losungen, Inku-
bationstemperaturen oder die Raumtemperatur perfekt standardisieren, sondern
auch weitere Parameter, welche bei klassischen Grof3schnittstudien kaum oder gar
nicht standardisierbar sind wie beispielsweise die Schnittlagerungszeit oder die pro
Tumor untersuchte Gewebemenge. Die Schnittlagerungszeit (Zeit zwischen Herstel-
lung eines Schnittes und seiner Verwendung fur eine immunhistochemische Far-
bung) ist kritisch fir die Reaktivitat eines Schnittes mit Antikérpern. Eine Schnittlage-
rung von 2 Wochen fuhrt bei vielen Antikérpern bereits zu einer deutlichen Reduktion
der erzielbaren Farbeintensitat (Mirlacher et al. 2004). Studien, welche den Einfluss
der untersuchten Gewebemenge auf die Wahrscheinlichkeit eines positiven immun-
histochemischen Farbeergebnisses untersucht haben, haben gezeigt, dass die
Wahrscheinlichkeit eines positiven Farbeergebnisses proportional zur untersuchten
Gewebemenge zunahm (Hoos et al. 2001; Camp et al. 2000; Ye et al. 2020). Die auf
einem klassischen Gewebe ,Grof3schnitt® enthaltene Tumorgewebsmenge ist nicht

standardisierbar und variiert bei Studien, welche klassische GroRRschnitte verwenden,
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dementsprechend erheblich. TMA-Untersuchungen ermadglichen hingegen die Unter-
suchung einer identischen Gewebemenge pro Patient (Durchmesser von 0,6 mm).
Die kleine pro Patient untersuchte Gewebemenge hat den Vorteil, dass wichtige Tu-
moreigenschaften, welche Uberall im Tumor vorkommen, mit hoher Wahrscheinlich-
keit erfasst werden, wahrend fokale, biologisch méglicherweise weniger wichtige Ver-

anderungen mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht erfasst werden (Torhorst et al. 2001).

Der wesentliche Nachteil der TMA-Methode ist der hohe Aufwand bei der Herstellung
von TMAs. Die Herstellung von TMAs beginnt mit der Identifikation eines geeigneten
Gewebekollektivs, welches typischerweise aus einer bestimmten Tumorart besteht.
Die Suche nach geeigneten Tumoren beginnt mit einer Volltextsuche im Informati-
onssystem der Pathologie. Um dabei von Anfang an mdglichst grofe Tumoren zu fin-
den und kleine, fur die TMA-Herstellung nicht geeignete Biopsien zu vermeiden, wer-
den neben den Tumornamen auch Suchbegriffe wie pT1, pT2, pT3 und pT4 eingege-
ben. Dieses Verfahren limitiert die automatische Suche auf Operationspraparate und
schliel3t kleine Biopsien aus. Die so identifizierten Falle werden zunachst von einem
Pathologen auf Ausschlusskriterien hin untersucht. Diese sind ein Mangel an vitalem
Tumorgewebe und eine nicht ganz eindeutige Diagnose. Von den verbliebenen Kan-
didatenzellen werden dann alle im Laufe der Routinediagnostik hergestellten Schnitte
aus dem Archiv herausgesucht und einem Pathologen vorgelegt. Der Pathologe
identifiziert den Gewebeschnitt mit dem grofdten enthaltenen Tumoranteil. Sofern die
Tumormenge mindestens ein Quadratzentimeter umfasst, wird der Fall als geeignet
klassifiziert und die Tumorareale werden mit einem Filzstift eingekreist und so mar-
kiert.

Von allen potentiell geeigneten Schnitten werden dann die entsprechenden Paraffin-
blécke aus einem anderen Archiv zusammengesammelt und von einer erfahrenen
MTA auf ihre Eignung flr den Stanzprozess evaluiert. Dabei wird darauf geachtet,
dass die Dicke/ Tiefe des Blockes mindestens 2,5 mm betragt. Nur so ist gewahrleis-
tet, dass von einem spater erstellten TMA-Block auch eine ausreichend grof3e Zahl
von Schnitten angefertigt werden kann. Alle identifizierten Falle mit geeigneten
Schnitten und Blocken werden dann in das Projekt aufgenommen und in der Umge-

bung eines Tissue-Arrays in der vorgesehenen Stanzreihenfolge zusammen sortiert.

Alle TMAs, welche am UKE gebaut werden, haben die gleiche Grundstruktur. Die
Hamburger TMAs bestehen aus sechs unterschiedlich gro3en und asymmetrisch
22



angeordneten Sektoren, welche mit GrolRbuchstaben von A bis S gekennzeichnet
sind. Innerhalb jedes Sektors werden die Zeilen mit Zahlen von 1 bis 9 und die Spal-
ten mit Kleinbuchstaben von A bis maximal R markiert. Die TMA-Struktur ist in Abbil-

dung 8 schematisch dargestellt.
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Abbildung 8: UKE-TMA-Struktur

Mit der Identifikation jedes einzelnen Gewebes durch eine TMA-Koordinate kdnnen
Bestimmungen des Datenschutzes einfach umgesetzt werden. Die potentiellen Pati-
enten identifizierenden Blockbeschriftungen wirden es einem Hacker, dem es ge-
lange, in das Pathologie-Informationssystem einzudringen, erlauben, Einsicht auf die
Klarnamen der Patienten zu nehmen. Diese Blocknummern sind aber lediglich fur
den Aufbau des TMAs von Noéten. Zu diesem Zeitpunkt kdnnen den individuellen Pa-
tientenproben auch klinische Verlaufsdaten oder pathologische Informationen wie
Grad und Stadium beigeflgt werden. Nach Herstellung des TMAs ist es dann aber
madglich, die Blockbezeichnung entweder auszublenden (Pseudonymisierung) oder
definitiv zu I6schen (Anonymisierung). In beiden Fallen werden dann die Gewebepro-

ben Uber die TMA-Koordinate mit den klinischen und pathologischen Informationen
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vernetzt. Ein Beispiel eines TMA-Files nach Entfernung der Blocknummern ist in der
Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Fiktives Beispiel eines Datenfiles bei einem TMA.

Array Koordinate Alter bei Tumorentitat pT pN pM

Name Entnahme

MTA 5.2B Ala 44 Nierenzellkarzi- 4 2 0
nom, papillér

MTA 5.2B Alb 65 Kolonkarzinom 2 2 1

MTA 5.2B Alc 66 Magenkarzinom | 2 2 1

MTA 5.2B Ald 77 Magenkarzinom 1 0 0

Die TMA-Herstellung erfolgt am UKE an einem halbautomatischen Gerat, welches
von Mitarbeitern des Instituts (Martina und Christian Mirlacher) hergestellt worden
war. Der Array beinhaltet als wesentliche Komponenten einen Umschaltmechanis-
mus, der es erlaubt an identischer Stelle wahlweise entweder einen Elektrobohrer
oder eine Hohlnadel zum Einsatz zu bringen, einen elektrischen Schrittmotor, der die
Stanzeinrichtung bei Bedarf auf die nachste Position vorriicken Iasst, einen Wechsel-
blockhalter, der es ermdglicht, sechs identische TMA-Blécke herzustellen und einen
Blockpodest, der es mdglich macht, Gber dem in Arbeit befindlichen TMA-Block einen

Spendergewebeblock zu bearbeiten. Die Elemente des Tissue-Arrays sind in Abbil-

dung 9-11 dargestellt.

Abbildung 9: Gesamtliberblick liber das halbautomatische TMA-Stanzgerét.
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Abbildung 10: Die Hohlnadel (links) und elektrische Bohrnadel(rechts) sind zu sehen.

Abbildung 11: Hier ist ein Mehrfachblockhalter fiir die Herstellung von 6 TMA-Replikaten.

Die TMA-Herstellung beginnt mit dem ersten ausgewahlten Tumor an der Position
A1a des TMA-Blocks. An dieser Position wird zunachst mit dem Bohrer, aul3erer
Durchmesser 0,6 mm, ein Loch in einen naheren Paraffinblock gebohrt. Danach wird
das Blockpodest Uber den angebohrten Paraffinblock gelegt und darauf der fir die

Position A1a vorgesehene Tumorblock positioniert. Dann wird die
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Bohrernadelwechselvorrichtung auf die Position Nadel umgeschaltet und mit einer
0,6 mm im inneren Durchmesser messenden Hohlnadel aus dem Tumorblock ein zy-
lindrisches Gewebsfragment enthommen. Durch den Vergleich des Blockes mit dem
dazugehorigen markierten HE-Schnitt wird darauf geachtet, dass die Stanze aus dem
tumorhaltigen Teil des Blockes entnommen wird. Nach Entfernung des Blockpodes-
tes wird die Hohlnadel direkt Uber das vorgebohrte Loch an Position A1a markiert
und der Zylinder wird mit einem Strahldraht aus der Nadel in das Loch vorgescho-
ben. Dabei wird darauf geachtet, dass das obere Ende des Zylinders genau auf dem
Niveau der Blockoberflache positioniert wird. Danach wird der Mehrfachblockhalter
auf die Position 2 gesetzt und die beschriebene Prozedur wird mit dem zweiten TMA-
Empfangerblock wiederholt. Bei der Entnahme des zweiten Tumorgewebszylinders
wird darauf geachtet, dass diese in unmittelbarer Nachbarschaft der ersten entnom-
menen Stanze erfolgt. Damit wird bei Kombination von Daten, die aus verschiedenen
Replikaten eines TMAs stammen, der Einfluss eines moglichen Tumorheterogenitat
reduziert. Sobald alle sechs Replikatblécke des Blockhalters mit Tumorgewebe be-
fullt sind, kann die Zahl der herzustellenden Replikate durch Verwendung eines zwei-
ten Blockhalters auf 12 oder durch eines dritten Blockhalters auf 18 gesteigert wer-
den. Nach abgeschlossener Befiillung aller geplanten Replikatblécke an der Position
A1a wird der elektrische Schrittmotor betatigt, sodass Bohrer/Nadel nun Uber der Po-
sition A1b zu liegen kommen. Die beschriebene Prozedur wird dann flr die Position

A1b und alle folgenden flr den geplanten Array vorgesehenen Positionen wiederholt.

Erst unmittelbar vor der Durchfihrung der vorgesehenen Farbeverfahren werden mit
einem Mikrotom 2,5 um dicke Schnitte des TMAs hergestellt und auf Objekttrager
platziert.

2.2. TMAs fur das vorgesehene Projekt

Fir die vorliegende Studie wurden ein Normalgewebe-TMA und ein Set von Tumor-
TMAs verwendet. Der Normalgewebe-TMA beinhaltete jeweils acht Gewebeproben
von 76 verschiedenen Normalgewebekategorien. Die verwendeten Gewebe sind in

Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: Zusammensetzung des Normalgewebe-TMAS.

Reihenfolge Organ Reihenfolge Organ

1 Aorta (Endothel) 39 Schleimhaut (Rektum)

2 Aorta (Media) 40 Epithel (Gallenblase)

3 Herz 41 Leber

4 Muskulatur (quergestreift) 42 Pankreas

5 Muskulatur (Zunge) 43 Parotis

6 Myometrium des Uterus 44 Glandula submandibularis

7 Muskulatur (Appendix) 45 Glandula. sublingualis

8 Muskulatur (Osophagus) 46 Knochenmark

9 Muskulatur (Magen) 47 Duodenum, Glandula duodenales

10 Muskulatur (llleum) 48 Niere, Kortex

11 Muskulatur (Colon descendens) 49 Niere, Mark

12 Muskulatur (Nierenbecken) 50 Prostata

13 Muskulatur (Harnblase) 51 Glandula. vesiculosa

14 Penis, Corpus spongiosum 52 Epididymis

15 Ovar, Stroma 53 Hoden

16 Fett 54 Schleimhaut (Bronchus)

17 Haut 55 Driisen (Bronchus)

18 Haut, Haarfollikel und Talgdriise 56 Sinus paranasales

19 Orale Schleimhaut (Lippe) 57 Lunge

20 Mundhéhle 58 Brust

21 Tonsille, Oberfldchenepithel 59 Endozervix

22 Analkanal (Haut) 60 Endometrium (Proliferationzustand)

23 Analkanal (Ubergang Mukosa) 61 Endometrium (Sekretionszustand)

24 Ektozervix 62 Schleimhaut (Eileiter)

25 Osophagus, Plattenepithel 63 Plazenta friihe, Dezidua

26 Urothel (Nierenbecken) 64 Ovar (Corpus Luteum)

27 Urothel (Harnblase) 65 Ovar (follikuldre Zyste)

28 Plazenta, reife Amnion 66 Plazenta (friihe)

29 Lymphknoten 67 Plazenta (reife)

30 Milz 68 Nebenniere

31 Thymus 69 Nebenschilddriise

32 Tonsille 70 Schilddriise

33 Antrum (Magen) 71 Cerebellum, Cortex (Stratum molecu-
lare)

34 Korpus (Magen) 72 Cerebellum (Substantia grisea)

35 Schleimhaut (Duodenum) 73 Cerebrum (grau)

36 Schleimhaut (lleum) 74 Cerebrum (weil3)

37 Schleimhaut (Appendix) 75 Hypophyse (Hinterlappen, Infun-
dibulum)

38 Schleimhaut (Colon descendens) 76 Hypophyse (Vorderlappen)
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Die Tumor-TMAs beinhalteten insgesamt 19202 Tumoren, welche in 33 verschie-
dene TMA-BI6cke eingebracht worden waren. Die fur die Studie zur Verflugung ste-
henden Tumorarten sind in Tabelle 4 zusammen mit der Zahl der jeweils vorhande-

nen Proben dargestellt.
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Tabelle 4: Untersuchte Tumorentitdten auf den Tumor-TMAs.

Tumorentiéten Anzahl
Tumoren der Haut Pilomatrixom 35
Basalzellkarzinom 89
Benigner Navus 29
Plattenepithelkarzinom (Haut 145
Malignes Melanom 65
Malignes Melanom (Lymphknoten metastasiert) 86
Merkelzellkarzinom 48
Tumoren des Kopf-Na- Plattenepithelkarzinom (Larynx) 109
ckenbereichs
Plattenepithelkarzinom (Pharynx) 60
Orales Plattenepithelkarzinom (Mundboden) 130
Pleomorphes Adenom der Parotisdriise 50
Warthin-Tumor der Parotisdriise 104
Adenokarzinom, NOS (Papilldres Zystadenokarzi- 14
nom)
Speichelkanalkrebs 15
Azinuszellkarzinom der Speicheldriise 181
Adenokarzinom der Speicheldriise (NOS) 109
Adenoides zystisches Karzinom der Speicheldriise 180
Basalzellkarzinom der Speicheldriise 25
Basalzelladenom der Speicheldriise 101
Epitheliales-myoepitheliales Karzinom der Speichel- 53
driise
Mukoepidermoides Karzinom der Speicheldriise 343
Myoepitheliales Karzinom der Speicheldriise 21
Myoepitheliom der Speicheldriise 11
Onkozytisches Karzinom der Speicheldriise 12
Polymorphes Adenokarzinom der Speicheldriise 41
(low grade)
Pleomorphes Adenom der Speicheldriise 53
Tumoren der Lunge, Adenokarzinom der Lunge 196
Pleura und des Thymus
Plattenepithelkarzinom der Lunge 80
Kleinzelliges Karzinom der Lunge 16
Epitheloides Mesotheliom 40
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Tumorentitit

Anzahl

Mesotheliom (sonstige)

77

Thymom 29
Tumoren des weiblichen  Plattenepithelkarzinom der Vagina 78
Genitaltrakts
Plattenepithelkarzinom der Vulva 157
Plattenepithelkarzinom der Zervix 136
Adenokarzinom der Zervix 23
Endometrioides Endometriumkarzinom 338
Serdses Endometriumkarzinom 86
Karzinosarkom des Uterus 57
Endometriumkarzinom, high grade, G3 13
Klarzelliges Endometriumkarzinom 9
Endometrioides Ovarialkarzinom 130
Seréses Ovarialkarzinom 580
Muzinéses Ovarialkarzinom 101
Klarzelliges Ovarialkarzinom 51
Karzinosarkom der Ovarien 47
Granulosazelltumor der Ovarien 44
Leydig-Zelltumor der Ovarien 4
Sertoli-Zelltumor der Ovarien 1
Sertoli-Leydig-Zelltumor der Ovarien 3
Steroidzelltumor der Ovarien 3
Brenner-Tumor 41
Tumoren der Brust Invasives Mammakarzinom (nicht spezifischer Sub- 1764
typ/NST)
Lobuléres Mammakarzinom 363
Medulldres Mammakarzinom 34
Tubuldres Mammakarzinom 29
Muzinéses Mammakarzinom 65
Phylloider Mammatumor 50
Tumoren des Verdau- Adenomatéser Polyp, low-grade Dysplasie 50
ungstrakts
Adenomatéser Polyp, high-grade Dysplasie 50
Adenokarzinom des Kolons 2483
Magenkarzinom, diffuser Typ 215
Magenkarzinom, intestinaler Typ 215
Magenkarzinom, gemischter Typ 62
Adenokarzinom des Osophagus 83
Plattenepithelkarzinom des Osophagus 76
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Tumorentitét

Anzahl
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Tumorentitit Anzahl

Tumoren des hamatopo- Hodgkin-Lymphom
etischen/lymphatischen Kleinzelliges lymphozytisches B-Zell-Lymphom (B- 50

Gewebes SLL/B-CLL)

Diffuses gro8zelliges B-Zell-Lymphom (DLBCL) 113
Follikuldres Lymphom 88
T-Zell Non Hodgkin-Lymphom 25
Mantelzell-Lymphom 18
Marginalzonen-Lymphom 16

Diffuses gro3zelliges B-Zell-Lymphom (DLBCL) des 16

Hodens
Burkitt-Lymphom 5
Tumoren des Weichteil- Tenosynovialer Riesenzelltumor 45
gewebes und Knochens  Grapjarzelitumorr 53
Leiomyom 50
Leiomyosarkom 94
Liposarkom 145
Maligner peripherer Nervenscheidentumor 15
(MPNST)
Myofibrosarkom 26
Angiosarkom 74
Angiomyolipom 91
Dermatofibrosarkom protuberans 21

Ganglioneurom 14




Tumorentitét Anzahl
Kaposi-Sarkom 8
Neurofibrom 117
Sarkom, “not otherwise specified” (NOS) 74
Paragangliom 41
Ewing-Sarkom 23
Rhabdomyosarkom 7
Schwannom 122
Synovialsarkom 12
Osteosarkom 44
Chondrosarkom 40
Rhabdoider Tumor 5
Solitérer fibroserTumor 17

‘ Gesamtanzahl 19202

2.3. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist ein Verfahren zur Visualisierung von Proteinen auf Gewe-
beschnitten. Das wesentlichste hierfur bendtigte Reagenz sind Antikorper, welche
spezifisch an die zu untersuchenden Proteine binden. Das Prinzip der immunhisto-

chemischen Farbung ist in Abbildung 12 dargestellt.

F-Teil eines .
Antikérpers
Mit
b Antikorper
“ gekoppelte
Peroxidase
Sekundarer
Antikorper
F.,-Teil eines
Primarer Antikorpers
Antikorper
Antigen

Abbildung 12 Grundlage der Immunhistochemischen Férbung ist die Antigen-Antikérperbindung. Nachdem ein
Primé&rantik6rper das gesuchte Antigen bindet, wird ein zweiter sekundérer Antik6rper von einer anderen Spezies
gegeben, der den Fc-Teil des priméren Antikérpers bindet. Der sekundére Antikérper ist meistens mit Enzymen
gekoppelt, die eine Farbreaktion katalysieren und so die Antigen-Antikérperbindung visualisieren. Diese Methode
wird auch als indirekte Methode bezeichnet. Quelle der Information: (Hantschke und Palmedo 2015)
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Die verwendeten Antikdrper werden dabei auf den Schnitt aufgebracht, worauf sich
die Antikorper an ihre Zielproteine binden, sofern sie auf dem Schnitt vorhanden
sind. Nach Abwaschen des nicht gebundenen Antikorperuberschusses werden die
Antikdrper, welche an sich farblos sind und auf dem Schnitt dementsprechend nicht
sichtbar werden, mit einem Detektionssystem visualisiert. Die Detektionssysteme be-
stehen aus Sekundarantikorpern, welche sich an den Fc-Teil der diagnostischen Pri-
marantikorper binden und deren eigener Fc-Teil mit einem Visualisierungssystem ge-
koppelt ist. Beispiele von verschiedenen Visualisierungssystemen sind in den Abbil-

dungen 13-17 dargestellt.

F.-Teil eines
Antikorpers
Mit
Antikdrper
\ gekoppelte
Peroxidase

F.,-Teil eines

Primarer Antikérpers

Antikorper

Antigen

Abbildung 13: Hier in diesem Beispiel ist die direkte Methode zu sehen. Hier ist das Farbreaktion katalyiserende
Enzym direkt mit dem Primérantik6rper verbunden. Quelle der Information: (Hantschke und Palmedo 2015)
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Tertigrer |
F.-Teil eines Antikérper

Antikorpers

Mit

Antikérper
> gekoppelte

Peroxidase

Sekundarer
Antikérper

F.,-Teil
- eines
Antikérpers

Primarer
Antikorper

Antigen

Abbildung 14: Doppelt indirekte Methode. Hier wird noch zusétzlich ein tertidrer Antikérper verwendet, der eben-
falls mit einer Peroxidase gekoppelt ist. Dieser tertidre AntikGrper ist gegen den Fc-Teil des sekundédren Antikor-
pers gerichtet. Quelle der Informationen: (Hantschke und Palmedo 2015)

) PAP- oder APAAP-
<« Komplex

% T~ Briickenantikérper

——— Primérantikérper

~ Antigen

Abbildung 15: Primérantikbrper und ein Komplex bestehend aus Perixodase-Antiperoxidase werden zur Visuali-
sierung verwendet. Damit dies funktioniert, miissen der Primérantikérper und der Antikérper, der gegen die Per-
oxidase gerichtet ist, von derselben Spezies stammen, sodass diese durch einen dritten Briickenantikérper mitei-
nander verlinkt werden kénnen. Dies wird als PAP-Methode bezeichnet. Alternativ kann anstelle der Peroxidase

auch alkalische Phosphatase verwendet werden. In diesem Fall spricht man von APAAP-Methode. Quelle der
Information: (Hantschke und Palmedo 2015)
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Primarantikorper

Dextranpolymer
~ konjugierte
Enzyme

Dextranpolymer mit
zahlreichen
Sekundarantikdrpern

Abbildung 16: EnVision-Polymer-Konjugat-Methode: Anstelle von mehreren singuldren sekundéren Antikérpern
wird ein Dextranpolymer, der mit zahlreichen sekundérantikérpern und Peroxidasen oder &hnlichen Farbenzymen
konjugiert ist, verwendet. Dies ist eine indirekte Methode. Quelle der Information: (Hantschke und Palmedo 2015)

An
Dextranpolymer

konjugierte
Enzyme

Dextranpolymer mit
zahlreichen
« Primarantikérpern

< Antigen %

Abbildung 17: EPOS(Enhanced-Polymer-one-step)-Methode: Das Dextranpolymer kann anstelle von Sekun-

dérantikérpern auch direkt mit Primérantikérpern konjugiert werden analog zur direkten Methode. Quelle der Infor-
mation: (Hantschke und Palmedo 2015)

Die beiden groften Probleme der Immunhistochemie liegen in der Individualitat der

verwendeten Antikérper und der Beeintrachtigung der Zielproteine der Antikorper
durch die Formalinfixation.
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Fur alle klinisch relevanten Proteine, deren immunhistochemische Visualisierung po-
tentiell nGtzlich ist, gibt es mehrere, meist dutzende oder gar hunderte verschiedene
Antikorper, welche sich alle entsprechend der Diversitat der physiologischen Immun-
reaktion voneinander in wichtigen Eigenschaften unterscheiden. Die Impfung eines
Saugetiers mit einem Protein flhrt zur Bildung von sehr vielen unterschiedlichen Anti-

korpern.

Bei der Antikdrperherstellung werden geeignete Labortiere, meist Mause, Ratten
oder Kaninchen mit dem ins Auge gefassten Zielprotein geimpft, worauf das Tier eine
hohe Menge an verschiedenen Antikorpern produziert, welche alle gegen das ge-
wahlte Protein gerichtet sind. Da es kein Verfahren gibt, welche automatisch den am
besten geeigneten Antikdrper fur die Anwendung an Formalin-fixierten Gewebe iden-
tifiziert und im Rahmen eines Experimentes oft nur maximal zehn verschiedene Anti-
korper kloniert werden kdnnen, umfasst das Spektrum der kommerziell erhaltlichen
Antikorper eine Palette von ganz unterschiedlich geeigneten, unterschiedlich spezifi-
schen und unterschiedlich sensitiven Antikdrpern deren exakte Bindungseigenschaf-
ten an Formalin-fixierten Geweben auch normalerweise vom Hersteller und Vertrei-
ber von Produkten nicht komplett dokumentiert sind. Studien, welche verschiedenen
Antikdrper gegen ein bestimmtes Protein verwenden, kommen deswegen auch regel-

mallig zu teils deutlich diskrepanten Ergebnissen (Laflamme et al. 2019).

Die in der Pathologie Ubliche Formalinfixierung hat den Zweck, entnommenes Ge-
webe vor der Autolyse zu schutzen. Diese wichtige Aufgabe wird durch eine Forma-
lin-induzierte Vernetzung von Proteinen untereinander und mit DNA erreicht. Diese
Vernetzung (sogenanntes Crosslinking) fuhrt aber zur Maskierung zahlreicher
Epitope, was die Bindungsfahigkeit zu prinzipiell spezifischen Antikdrpern vermindern
oder ganz aufheben kann (Helander 1994; Werner et al. 2000). Mit der Prozedur der
sogenannten hitzeinduzierten Epitop-Demaskierung (HIER: heat induced epitope ret-
rieval) kann die Vernetzung durch die Anwendung von Flussigkeit und Hitze partiell
reversibel gestaltet werden. Doch auch die HIER ist nicht dazu im Stande die ur-
sprungliche Proteinstruktur komplett wiederherzustellen. Aus diesem Grund unter-
scheiden sich die Bindungseigenschaften von Antikdrpern an Formalin-fixierten Ge-
webe von den Bindungseigenschaften an unfixierten Zellen oder gar Proteinextrak-
ten. Die internationale Arbeitsgruppe fur Antikdrpervalidierung (International Working

Group for Antibody Validation, IWGAV) hat deswegen vorgegeben, dass Antikorper,
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welche flr den Einsatz in der Immunhistochemie (an Formalin-fixierten Geweben)
vorgesehen sind, nur auf zwei verschiedene Arten validiert werden durfen (Uhlen et
al. 2016). Methode Nummer 1 ist der Vergleich der mit den zu validierenden Antikor-
pern erzielten Farbeergebnissen mit Expressionsdaten, welche mit einer anderen
Methode erhoben worden sind (Uhlen et al. 2016). Methode Nummer 2 ist der Ver-
gleich der mit den zu validierenden Antikdrpern erzielten Farbeergebnisse mit den
Farbeergebnissen eines zweiten unabhangigen Antikorpers gegen das gleiche Ziel-
protein (Uhlen et al. 2016).

2.4. Immunhistochemie im Rahmen des Projekts

Frisch fabrizierte Tissue-Microarray-Schnitte wurden an einem Tag in einem einzigen
Experiment gefarbt. Dazu wurden die Schnitte mittels Xylol deparaffiniert und danach
in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Die hitzeinduzierte Epitop-Demaskie-
rungsprozedur wurde fur 5 Minuten in einem Autoklav bei 121 °C in einer pH 9,0 L6-
sung (DAKO Target Retrieval Solution, Agilent, CA, USA) durchgeflhrt.

Die endogene Peroxidase-Aktivitat wurde durch die Zugabe der DAKO-Peroxidase-
Blocking Solution (Agilent, CA, USA, Katalognummer: 52023) fur 10 Minuten blo-
ckiert. Die Inkubation mit dem Primarantikorper spezifisch flur das StAR-Protein (re-
kombinanter Rabbit-Antikorper, MSVA-740R, Katalognummer: #5396-740R. MS Vali-
dated Antibodies for Hamburg, Deutschland) wurde im Anschluss bei 37° fur 40 Mi-
nuten bei einer Verdiinnung von 1:150 durchgefuhrt. Zur Antikorpervalidierung wurde
der Normalgewebe-TMA auch mit einem zweiten unabhangigen Primarantikorper ge-
gen StAR untersucht (EP7639, Abcam, Cambridge, UK; #ab133657) bei einer Ver-
dinnung von 1:450 und einem ansonsten identischen Protokoll. Gebundene Antikor-
per wurde mit dem Envision-Kit (Agilent, CA, USA, Katalognummer: K5007) nach
den Anleitungen des Herstellers visualisiert. Die Schnitte wurden im Anschluss mit
Hamalaun gegengefarbt. Fir das Tumorgewebe wurde der prozentuale Anteil von
STAR positiven Tumorzellen geschatzt und die Farbeintensivitat wurde semi-quanti-
tativ registriert (0,1+,2+,3+). FUr die statistische Auswertung wurden die Farbeergeb-

nisse in vier Gruppen kategorisiert (siehe Tabelle 6)
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Tabelle 5: Das in der Studie verwendete UKE-System zur Klassifizierung von IHC-Férbungen

Grading:

negativ

Schwach positiv

MaéRig positiv

Stark positiv

Anzahl der positiven

Keine Tumorzellen

1+ in <70% oder 2+ in

1+ in >70% der Tu-

2+ in >70 aller Tumor-

Zellen anfarbbar <30% der Tumorzel- morzellen ODER 2+ in | zellen ODER +3 in
len >30%, aber <70% der | >30% aller Tumorzel-
Tumorzellen ODER len
3+ in <30% aller Tu-
morzellen
2.5. Statistik

Statistische Berechnungen wurden mit der Software JMP16 (SAS Institute Inc., NC,

USA) durchgefuhrt. Es wurden Kontingenztabellen und der chi?-Test durchgefuhrt,

um nach Zusammenhangen zwischen StAR-Immunfarbung und Tumorphanotyp zu

suchen.
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3. Ergebnisse

3.1. Technische Aspekte

Insgesamt 17135 (89,5%) von 19202 Tumorgewebsproben waren in unserer Tissue-
Microarray-Untersuchung auswertbar. Ursachen fur nicht auswertbare Proben waren
entweder das Fehlen eindeutiger Tumorzellen auf einzelnen Gewebespots oder das
komplette Fehlen von Gewebefragmenten an einigen TMA-Koordinaten. Fir die Nor-
malgewebs-TMA-Untersuchung waren immer mindestens 4 Proben pro Gewebekate-
gorie auswertbar. Dadurch waren alle relevanten Zelltypen des entsprechenden Nor-

malgewebes beurteilbar.

3.2. StAR in Normalgewebe
Eine starke zytoplasmatische StAR-Farbung fand sich in Leydig-Zellen des Hodens,

Corpus-Luteum-Zellen und Zellen der Theca interna von follikularen Zysten des
Ovars. In Gewebeproben von der Nebennierenrinde waren adrenokortikale Zellen
meist stark positiv. Es zeigt sich aber zwischen und innerhalb der Nebennierenpro-
ben eine Variabilitat der Farbeintensitat, welche von schwacher Farbung bis zu einer
kraftigen Positivitat reichten. Diese Farbeunterschiede kdnnten mit der unterschiedli-
chen funktionellen Aktivitat der Zellen zusammenhangen. Reprasentative Bilder sind
in den Abbildungen 18-23 dargestellt.
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Abbildung 18: Kréftige StAR-Positivitét in Zellen der normalen Nebennierenrinde

Abbildung 19: Nebennierenrinde mit geringerer StAR-Positivitét in adrenokortikalen Zellen
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Abbildung 21: Ovargewebe mit kréftiger StAR-Positivitét in Zellen eines Corpus Luteum
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Abbildung 22: Ovarialgewebe mit kréftiger StAR-Anférbung von Theca interna Zellen einer follikuldren Zyste

Abbildung 23 Kolorektales Epithel mit komplettem Fehlen einer StAR-Férbung
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Alle diese positiven Farbungen wurden sowohl unter Verwendung des Antikorpers
MSVA-740R wie auch der Verwendung von EPR7639 erzielt, sodass alle diese Far-
bungen als StAR spezifisch interpretiert wurde. Vergleichende Abbildungen der Far-
bungen mit beiden Antikorpern ist in Abbildung 24-27 zusammengefasst. Eine StAR-
Farbung war in den folgenden Organen nicht nachweisbar: Skelettmuskel, Herzmus-
kel, glatte Muskulatur, Myometrium des Uterus, Corpus Spongiosum des Penis, Ova-
rialstroma, Fett, Haut (einschlie3lich Haarfollikel und Talgdrisen), Mukosa von Lippe
und Mundhéhle, Ektozervix, Plattenepithel des Osophagus, Ubergangsepithel des
Analkanals, Urothel vom Nierenbecken und Harnblase, Dezidua, Plazenta, Lymph-
knoten, Milz, Thymus, Tonsille, Magenepithel, Duodenum, lleum, Appendix, Kolon,
Rektum, Gallenblase, Leber, Pankreas, Parotis, Glandula submandibularis, Glandula
sublingualis, Brunner-Drusen, Niere, Prostata, Samenblase, Epididymis, respiratori-
sches Epithel, assoziierte Drlisen von Bronchialschleimhaut und paranasaler Sinus-
schleimhaut, Lunge, Mamma, Endozervix, Endometrium, Eileiter, Nebennierenmark,

Schilddrise, Nebenschilddrise, Cerebellum, Cerebrum und Hypophyse
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Abbildung 24: Vergleich von den Antikérpern MSVA-740R (A) und EPR7639 (B) hinsichtlich ihrer Férbung in Ne-
bennierenrinde. Die kréftige Anférbung mit dem Antikérper MSVA 740R lésst sich vom Referenzantikbrper
EPR7639 bestétigen.
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Abbildung 25: Vergleich von den Antikérpern MSVA-740R (A) und EPR7639 (B) hinsichtlich ihrer Férbung in Ley-
digzellen. Die méaB3ig starke Anférbung mit dem Antikérper MSVA 740R lésst sich vom Referenzantikérper
EPR7639 bestétigen.
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Abbildung 26: Vergleich von den Antikérpern MSVA-740R (A) und EPR7639 (B) hinsichtlich ihrer Férbung in einer
follikuldren Zyste aus dem Ovar. Die kréftige Anfarbung mit dem Antikérper MSVA 740R l&sst sich vom Refe-
renzantikérper EPR7639 bestétigen.
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Abbildung 27: Vergleich von den Antikérpern MSVA-740R (A) und EPR7639 (B) hinsichtlich ihrer Férbung im Cor-
pus Luteum aus dem Ovar. Die kréftige Anférbung mit dem Antik6rper MSVA 740R lasst sich vom Referenzanti-

kérper EPR7639 bestétigen.



3.3. StAR in Tumorgeweben

Eine StAR-Immunfarbung fand sich in 198 von (1,2%) von 17135 auswertbaren Tu-
moren. Darunter waren 119 (0,7%) mit schwacher, 37 (0,2%) mit mal3ig starker und
42 (0,2%) mit starker Immunfarbung. Insgesamt 27 (17,8%) von 152 Tumorkatego-
rien zeigten mindestens einen Fall mit nachweisbarer StAR-Anfarbung, wahrend 9
(5,9%) unserer Tumorkategorien mindestens einen Fall mit starker Positivitat aufwie-
sen. Die Ergebnisse unserer StAR-Farbungen sind organsystematisch in Tabelle 6

dargestellt.
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Tabelle 6: StAR-Immunférbung in menschlichen Tumoren

StAR-IHC-Ergebnisse

Tumorentitat auf ver- negativ | schwach | méaBig stark
TMA wertbar | (%) (%) (%) (%)
(n) (n)

Tumoren der Haut Pilomatrixom 35 16 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Basalzellkarzinom der Haut 89 57 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Benigner Navus 29 27 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Plattenepithelkarzinom der 145 130 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Haut
Malignes Melanom 65 60 98,30 1,70 0,00 0,00
Malignes Melanom (Lymph- 86 72 100,00 | 0,00 0,00 0,00
knoten metastasiert)

Merkelzellkarzinom 48 28 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Tumoren des Kopf- Plattenepithelkarzinom des La- | 109 94 98,90 1,10 0,00 0,00
Hals-Bereichs rynx

Plattenepithelkarzinom des 60 52 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Pharynx

Orales Plattenepithelkarzinom 130 117 100,00 | 0,00 0,00 0,00

des Mundbodens

Pleomorphes Adenom der Pa- 50 44 100,00 | 0,00 0,00 0,00

rotisdriise

Warthintumor der Parotisdriise | 104 100 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Adenokarzinom, NOS (Papilld- | 14 10 100,00 | 0,00 0,00 0,00

res Zystadenokarzinom)

Speicheldriisenkarzinom 15 13 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Azinuszellkarzinom der Spei- 181 151 100,00 | 0,00 0,00 0,00

cheldriise

Adenokarzinom, NOS der 109 88 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Speicheldriise

Adenoides Zystkarzinom der 180 112 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Speicheldriise

Basalzellkarzinom der Spei- 25 23 100,00 | 0,00 0,00 0,00

cheldriise

Basalzelladenom der Speichel- | 101 86 100,00 | 0,00 0,00 0,00

driise

Epitheliales-myoepitheliales 53 51 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Karzinom der Speicheldriise

Mukoepidermoides Karzinom 343 299 100,00 | 0,00 0,00 0,00

der Speicheldriise

Myoepitheliales Karzinom der 21 18 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Speicheldriise

Myoepitheliom der Speichel- 11 9 100,00 | 0,00 0,00 0,00

driise

Onkozytisches Karzinom der 12 11 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Speicheldriise
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Tumorentitat auf ver- negativ | schwach | méaBig stark
TMA wertbar | (%) (%) (%) (%)
(n) (n)
Polymorphes Adenokarzinom 41 32 100,00 | 0,00 0,00 0,00
der Speicheldriise, low grade
Pleomorphes Adenom der 53 40 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Speicheldriise
Tumoren der Lunge, Adenokarzinom der Lunge 196 183 100,00 | 0,00 0,00 0,00
der Pleura und des
Thymus
Plattenepithelkarzinom der 80 76 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Lunge
Kleinzelliges Lungenkarzinom 16 10 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Mesotheliom, epithelioid 40 30 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Mesotheliom, sonstige 77 47 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Thymom 29 28 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Lunge, neuroendokriner Tumor | 29 28 100,00 | 0,00 0,00 0,00
(NET)
Tumoren des weibli- Plattenepithelkarzinom der 78 63 100,00 | 0,00 0,00 0,00
chen Genitaltrakts Vagina
Plattenepithelkarzinom der 157 141 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Vulva
Plattenepithelkarzinom der 136 124 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Zervix
Adenokarzinom der Zervix 23 19 94,70 5,30 0,00 0,00
Endometrioides Endometrium- | 338 273 97,10 2,90 0,00 0,00
karzinom
Seréses Endometriumkarzi- 86 61 95,10 4,90 0,00 0,00
nom
Karzinosarkom des Uterus 57 47 95,70 2,10 2,10 0,00
Endometriumkarzinom, high 13 10 100,00 | 0,00 0,00 0,00
grade, G3
Klarzelliges Endometriumkarzi- | 9 8 100,00 | 0,00 0,00 0,00
nom
Endometrioides Ovarial- 130 115 96,50 3,50 0,00 0,00
karzinom
Serdses Ovarialkarzinom 580 540 99,30 0,60 0,20 0,00
Muzinéses Ovarialkarzinom 101 89 98,90 1,10 0,00 0,00
Klarzelliges Ovarialkarzinom 51 49 98,00 0,00 0,00 2,00
Karzinosarkom der Ovarien 47 47 95,70 2,10 2,10 0,00
Granulosazelltumor der Ovar- 44 36 44,40 52,80 2,80 0,00
ien
Leydigzelltumor der Ovarien 4 4 0,00 25,00 50,00 25,00
Sertolizelltumor der Ovarien 1 1 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Sertoli-Leydigzelltumor der 3 3 33,30 33,30 0,00 33,30
Ovarien
Steroidzelltumor der Ovarien 3 3 0,00 33,30 66,70 0,00
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Tumorentitat auf ver- negativ | schwach | méaBig stark
TMA wertbar | (%) (%) (%) (%)
(n) (n)

Brennertumor 41 41 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Tumoren der Brust Invasives Mammakarzinom, 1764 1678 100,00 | 0,00 0,00 0,00

nicht spezifischer Subtyp/NST

Lobuléres Mammakarzinom 363 340 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Medulldres Mammakarzinom 34 33 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Tubuldres Mammakarzinom 29 25 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Muzinéses Mammakarzinom 65 53 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Phylloider Mammatumor 50 45 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Tumoren des Verdau- Adenomatéser Polyp, low- 50 50 100,00 | 0,00 0,00 0,00
ungssystems grade Dysplasie

Adenomatéser Polyp, high- 50 50 100,00 | 0,00 0,00 0,00

grade Dysplasie

Adenokarzinom des Kolons 2483 2309 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Adenokarzinom des Magens, 215 201 100,00 | 0,00 0,00 0,00

diffuser Typ

Adenokarzinom des Magens, 215 204 99,50 0,50 0,00 0,00

intestinaler Typ

Adenokarzinom des Magens, 62 62 98,40 1,60 0,00 0,00

gemischter Typ

Adenokarzinom des Osopha- 83 69 98,60 1,40 0,00 0,00

gus

Plattenepithelkarzinom des 76 59 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Osophagus

Plattenepithelkarzinom des 91 81 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Analkanals

Cholangiozelluldres Karzinom 58 57 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Adenokarzinom der Gallen- 51 48 100,00 | 0,00 0,00 0,00

blase

Klatskintumor der Gallenblase | 42 35 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Hepatozelluldres Karzinom 312 271 99,60 0,00 0,40 0,00

Duktales Adenokarzinom des 659 593 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Pankreas

Pancreatisch/Ampulldres A- 98 98 100,00 | 0,00 0,00 0,00

denokarzinom

Azinuszellkarzinom des Pank- 18 18 100,00 | 0,00 0,00 0,00

reas

Gastrointestinaler Stromaltu- 62 61 100,00 | 0,00 0,00 0,00

mor (GIST)

Appendix, neuroendokriner Tu- | 25 20 100,00 | 0,00 0,00 0,00

mor (NET)

Kolorektum, neuroendokriner 12 11 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Tumor (NET)

lleum, neuroendokriner Tumor | 53 53 100,00 | 0,00 0,00 0,00

(NET)
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Tumorentitat auf ver- negativ | schwach | méaBig stark
TMA wertbar | (%) (%) (%) (%)
(n) (n)
Pankreas, neuroendokriner Tu- | 101 97 100,00 | 0,00 0,00 0,00
mor (NET)
Kolorektum, neuroendokrines 14 12 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Karzinom (NEC)
lleum, neuroendokrines Karzi- 8 8 100,00 | 0,00 0,00 0,00
nom (NEC)
Gallenblase, neuroendokrines | 4 4 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Karzinom (NEC)
Pankreas, neuroendokrines 14 14 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Karzinom (NEC)
Tumoren des harna- Nicht-invasives papilldres 177 173 100,00 | 0,00 0,00 0,00
bleitenden Systems Urothelkarzinom, pTa G2 low
grade
Nicht-invasives papilldres 141 139 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Urothelkarzinom, pTa G2 high
grade
Nicht-invasives papilldres 219 138 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Urothelkarzinom, pTa G3
Urothelkarzinom, pT2-4 G3 735 636 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Plattenepithelkarzinom der 22 20 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Harnblase
Kleinzelliges neuroendokrines 23 15 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Karzinom der Harnblase
Sarkomatoides Urothelkarzi- 25 19 100,00 | 0,00 0,00 0,00
nom
Urothelkarzinom des 62 55 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Nierenbeckens
Klarzelliges Nierenzell- 1287 1144 99,80 0,00 0,10 0,10
karzinom
Papilldres Nierenzellkarzinom 368 321 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Klarzelliges (tubuldres) papilld- | 26 23 100,00 | 0,00 0,00 0,00
res Nierenzellkarzinom
Chromophobes Nierenzellkar- 170 150 100,00 | 0,00 0,00 0,00
zinom
Onkozytom der Niere 257 221 99,50 0,00 0,00 0,50
Tumoren des méannli- Adenokarzinom der Prostata, 83 78 100,00 | 0,00 0,00 0,00
chen Geschlechtsor- Gleason 3+3
gane
Adenokarzinom der Prostata, 80 69 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Gleason 4+4
Adenokarzinom der Prostata, 85 79 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Gleason 5+5
Adenokarzinom der Prostata, 258 239 100,00 | 0,00 0,00 0,00
(Rekurrenz)
Kleinzelliges neuroendokrines 19 7 100,00 | 0,00 0,00 0,00

Karzinom der Prostata
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Tumorentitat auf ver- negativ | schwach | méaBig stark
TMA wertbar | (%) (%) (%) (%)
(n) (n)
Seminom 682 670 93,40 6,00 0,30 0,30
Embryonales Karzinom des 54 51 98,00 2,00 0,00 0,00
Hodens
Leydigzelltumor des Hodens 31 23 0,00 17,40 21,70 60,90
Sertolizelltumor des Hodens 2 1 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Keimstrangtumor des Hodens 1 1 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Spermatozytischer Tumor des 1 1 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Hodens
Dottersacktumor 53 47 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Teratom 53 46 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Plattenepithelkarzinom des Pe- | 92 72 100,00 | 0,00 0,00 0,00
nis
Tumoren endokriner Follikulédres Schilddriisenade- 113 111 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Art nom
Papilldres Schilddriisenkarzi- 391 354 100,00 | 0,00 0,00 0,00
nom
Follikuldres Schilddriisenkarzi- | 154 143 100,00 | 0,00 0,00 0,00
nom
Medulléres Schilddriisenkarzi- | 111 106 100,00 | 0,00 0,00 0,00
nom
Nebenschilddriisenadenom 43 27 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Anaplastisches Schilddriisen- 45 44 100,00 | 0,00 0,00 0,00
karzinom
Nebennierenrindenadenom 50 45 13,30 37,80 33,30 15,60
Nebennierenrindenkarzinom 28 28 7,10 25,00 17,90 50,00
Ph&ochromozytom 50 49 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Tumoren des haemoto- | Hodgkin Lymphom 103 94 100,00 | 0,00 0,00 0,00
poetischen/ lymphati-
schen Gewebes
Kleinzelliges lymphozystisches | 50 41 100,00 | 0,00 0,00 0,00
B-Zell-Llymphom (B-SLL/B-
CLL)
Diffuses groRzelliges B-Zell- 113 94 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Lymphom (DLBCL)
Follikuldres Lymphom 88 72 100,00 | 0,00 0,00 0,00
T-Zell Non Hodgkin-Lymphom | 25 21 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Mantelzell-Lymphom 18 13 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Marginalzonen-Lymphom 16 13 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Diffuses grozelliges B-Zell- 16 15 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Lymphom (DLBCL) des Ho-
dens
Burkitt-Lymphom 5 1 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Tumoren des Weichteil- | Tenosynovialer Riesenzelltu- 45 24 100,00 | 0,00 0,00 0,00

gewebes und Kno-

chens

mor
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Tumorentitat auf ver- negativ | schwach | méaBig stark
TMA wertbar | (%) (%) (%) (%)
(n) (n)
Granularzelltumorr 53 26 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Leiomyom 50 50 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Leiomyosarkom 94 84 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Liposarkom 145 116 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Maligner peripherer Nerven- 15 13 100,00 | 0,00 0,00 0,00
scheidentumor (MPNST)
Myofibrosarkom 26 19 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Angiosarkom 74 53 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Angiomyolipom 91 89 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Dermatofibrosarkom protuber- 21 17 100,00 | 0,00 0,00 0,00
ans
Ganglioneurom 14 14 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Kaposi-Sarkom 8 4 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Neurofibrom 117 117 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Sarkom, not otherwise speci- 74 65 100,00 | 0,00 0,00 0,00
fied (NOS)
Paragangliom 41 41 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Ewing-Sarkom 23 16 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Rhabdomyosarkom 7 7 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Schwannom 122 121 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Synovialsarkom 12 11 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Osteosarkom 44 26 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Chondrosarkom 40 16 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Rhabdoider Tumor 5 5 100,00 | 0,00 0,00 0,00
Solitérer fibroserTumor 17 17 94,10 5,90 0,00 0,00

Reprasentative Bilder von Tumoren mit StAR-Farbung sind in den Abbildungen 28-35

dargestellt.
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Abbildung 29: Adrenokortikales Adenom mit variabler, gering bis méf3iggradig ausgesprégter StAR-Anférbung in
den Tumorzellen
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Abbildung 31: Leydigzelltumor des Hodens mit intensiver StAR-Féarbung aller Tumorzellen (zytoplasmatisch)
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Abbildung 32: Sertoli-Leydigzelltumor des Hodens mit kréftiger zytoplasmatischer StAR-Férbung der Leydigzel-
lanteile des Tumors

Abbildung 33: Endometrioides Ovarialkarzinom mit fokaler, iiberwiegend membranéser StAR-Anférbung in ca.
30% der Zellen
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Abbildung 34: Seminom des Hodens mit malig starker bis starker, iberwiegend membrandéser Férbung von 70 %
bis 90% der Tumorzellen

Abbildung 35 Granulosazelltumor des Ovars mit immer wieder nachweisbaren kréftig positiven Zellen, die zwi-
schen den Tumorzellverbénden liegen und am ehesten Uberbleibsel von tumorinduzierten Theca interna Zellen
darstellen diirften.
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Die grofite Haufigkeit von StAR positiven Tumoren fand sich in Leydig-Zell-Tumoren
des Hodens und des Ovars (je 100% positiv) und in Steroidzelltumoren des Ovars
(100%). Hohe Positivitatsraten flr StAR fanden sich auch in Karzinomen (92,9%) und
Adenomen (86,7%) der Nebennierenrinde. Das Fehlen einer StAR-Anfarbung in ein-
zelnen Nebennierenrinden-Neoplasien (8 Nebennierentumoren waren StAR negativ)
war nicht mit einem spezifischen Phanotyp dieser adrenokortialen Tumoren assozi-
iert. Eine etwas geringere StAR-Positivitatsrate fand sich in Sertoli-Leydigzelltumoren
des Ovars (66,7%), wobei in diesen Tumoren nur die Leydigzellen aber nicht die
Sertolizellen eine Positivitat fur StAR aufwiesen. Das Fehlen einer positiven StAR-
Anfarbung in einzelnen dieser Tumorem konnte auch dadurch bedingt sein, dass
nicht alle Sertoli-Leydigzelltumoren in den 0,6mm messenden in unserem TMA unter-
suchten Gewebe auch Leydigzellen enthielten. Auch bei Granulosazelltumoren des
Ovars fand sich eine StAR-Positivitat in 55,6% der Falle, die Positivitat schien aber
insbesondere durch Erhalten gebliebene StAR positive Stromazellen beziehungs-
weise moglicherweise Theca interna Zellen bedingt zu sein (Abbildung 35). Eine
StAR-Positivitat wurde auch in 6,6% der Seminome und in 19 anderen Tumorentia-
ten gefunden. In diesen Tumorentitaten war die StAR-Positivitat typischerweise
schwach, fokal ausgebildet und oft membrands. Eine tabellarische Darstellung der
Rangliste der StAR positiven Tumoren ist in Tabelle 7, eine graphische Darstellung
desselben Befundes ist in Abbildung 36 dargestellt. In Tabelle 8 wird die Beziehung
zwischen StAR-Positivitat und histopathologischen Malignitatskriterien beim Semi-
nom dargestellt. Die Daten zeigen keine Zusammenhange zwischen StAR-Expres-
sion und pT-Stadium, pN-Kategorie, Tumorinfiltration von Venen oder Lymphgefallen

bzw. eine Infiltration von Funniculus spermaticus oder Rete testis (p>0,05).
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Tabelle 7: Ranking der StAR positiven Tumoren

Ranking Positiv Davon stark positiv
Leydigzelltumor des Ovars 100,0 25,0
Leydigzelltumor des Hodens 100,0 60,9
Steroidzelltumor des Ovars 100,0 0,0
Nebennierenrindenkarzinom 92,9 50,0
Nebennierenrindenadenom 86,7 15,6
Sertoli-Leydigzelltumor des 66,7 33,3
Ovars

Granulosazelltumor des Ovars 55,6 0,0
Seminom 6,6 0,3
Solitarer fibréser Tumor 59 0,0
Adenokarzinom der Zervux 53 0,0
Seréses Endometriumkarzinom | 4,9 0,0
Karzinosarkom des Uterus 4,3 0,0
Karzinosarkom des Ovars 4,3 0,0
Endometrioids Ovarialkarzinom 3,5 0,0
Endometrioides Endometrium- 2,9 0,0
karzinom

Klarzelliges Ovarialkarzinom 2,0 2,0
Embryonales Karzinom des Ho- | 2,0 0,0
dens

Malignes Melanom 1,7 0,0
Adenokarzinom des Magens, 1,6 0,0
gemischter Typ

Adenokarzinom des Osophagus | 1,4 0,0
Muzinéses Ovarialkarzinom 1,1 0,0
Plattenepithelkarzinom des La- 1,1 0,0
rynx

Seréses Ovarialkarzinom 0,7 0,0
Adenokarzinom des Magen, in- 0,5 0,0
testinaler Typ

Onkozytom der Niere 0,5 0,5
Hepatozelluldres Karzinom 0,4 0,0
Klarzelliges Nierenzellkarzinom 0,2 0,1
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Abbildung 36: Ranking der StAR positiven Tumoren
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Tabelle 8: StAR-IHC-Ergebnisse und histopathologische Malignitétskriterien bei Seminomen.

StAR-IHC-Ergebnisse

negativ schwach mang positiv.  stark positiv

n (%) (%) (%) (%) p
Alle Seminome 564 93.3 6.0 0.4 0.4
Tumorstadium
pT1 363 93.9 5.2 0.3 0.6 0.60
pT2 138 90.6 8.7 0.7 0.0
pT3 55 94.5 5.5 0.0 0.0
Veneninvasion
negativ 459 941 5.0 0.4 0.4 0.08
positiv 56 85.7 14.3 0.0 0.0
LymphgefaRinvasion
negativ 403 931 6.2 0.2 0.5 0.63
positiv 118 93.2 5.9 0.8 0.0
Samenstranginvasion
negativ 432 93.5 6.0 0.2 0.2 0.91
positiv 60 93.3 6.7 0.0 0.0
Invasion des Rete Testis
negativ 246 95.5 4.5 0.0 0.0 0.058
positiv 277 91.0 7.6 0.7 0.7
Lymphknotenbefall
negativ 559 93.2 6.1 0.4 0.4 0.87
positiv 5 100.0 0.0 0.0 0.0

3.4. StAR versus Melan A (kreuzreaktiv)

Daten zu den Farbeergebnissen mit einem ,kreuzreaktiven® Melan A Antikorper wa-
ren fur 14915 unserer Tumoren mit StAR-Daten verfligbar. Antikdrper gegen Melan A
gelten als Marker fur Nebennierenrindengewebe, wobei viele Pathologen, die derar-
tige Antikorper nutzen nicht wissen, dass die Melan A Positivitat von Nebennierenrin-
dengewebe durch eine Kreuzaktivitat einzelner Melan A Klone bedingt sind. In einer
kiurzlichen Studie der Arbeitsgruppe der Pathologie am UKE wurde an unserem Tu-
morkollektiv eine Vergleichsuntersuchung von Melan A spezifischen (ohne Nebennie-
renrindenanfarbung) und unspezifischen (mit Nebennierenrindenanfarbung) Melan A
Antikorpern durchgefuhrt (Boroojerdi et al. 2024). Ein Vergleich der Melan A und
StAR-Farbedaten ist in Abbildung 37 fur alle Tumorentitaten mit mindestens einem
positiven Fall fir mindestens einer dieser beiden Antikorper (StAR bzw. kreuzreakti-
ver Melan A Antikorper) gezeigt. Eine Positivitat fur beide Antikdrper fand sich nur bei

7 Tumorentitaten, darunter adrenokortikale Adenome beziehungsweise Karzinome,
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Leydigzelltumoren von Ovar und Hoden, Steroidzelltumoren des Ovars, Sertoli-Ley-
digzelltumoren und Granulosazelltumoren des Ovars. Bei adrenokortikalen Adeno-
men und Karzinomen sowie bei Leydigzelltumoren des Hodens und des Ovars war
StAR haufiger positiver als das kreuzreaktive Melan A. Im Gegensatz zu Melan A
(kreuzreaktiv) fand sich eine StAR-Positivitat nie in Melanomen oder in reinen Sertoli-

Zelltumoren des Hodens.

Fraktion der Tumoren (%)
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Leydigzelitumor des Hodens (n=22) I u StAR positiv / Melan A+ positiv
Benigner Navus (n=25) - ]
Leydigzelitumor des Ovars (n=4) I SAR positiv / Melan A+ negativ
Sertolizelltumor des Ovars (n=1) StAR negativ / Melan A+ positiv
Steroidzelltumor des Ovars (n=3) IEEEEEEEEEEEEEE— StAR negativ / Melan A+ negativ
Sertoli-Leydigzelitumor des Ovars (n=3) I
Nebennierenrindenkarzinom (n=26) I
Malignes Melanom (n=41)
Malignes Melanomen mit Lymphknotenmetastasierung (n=68)
Nebennierenrindenadenom (n=43) I
Angiomyolipom (n=87)
Granulosazellitumor des Ovars (n=27) I
Granularzelltumer (n=25)
Nicht-invasives papillares Urothelkarzinom, pTa G2 high grade (n=120)
Nicht-invasives papillares Urothelkarzinom, pTa G2 low grade (n=153)
Nicht-invasives papillares Urothelkarzinom, pTa G3 (n=103)
Seminom (n=605)
Adenokarzinom der Zervix (n=17)
Urothelkarzinom des Nierenbeckens (n=53)
Seroses Endometriumkarzinom (n=55)
Karzinosarkom des Ovars (n=42)
Urothelkarzinom, pT2-4 G3 (n=599)
Nebenschilddriisenadenom (n=27)
Neurofibrom (n=116)
Endometrioides Ovarialkarzinom (n=93)
Endometrioides Endometriumkarzinom (n=171)
Klarzelliges Ovarialkarzinom (n=46)
Adenokarzinom des Magens, gemischter Typ (n=62)
Adenokarzinom des Osophagus (n=69)
Onkozytom (n=218)
Plattenepithelkarzinom des Larynx (n=92)
Orales Plattenepithelkarzinom des Mundbodens (n=116)
Schwannom (n=117)
Seréses Ovarialkarzinom (n=512)
Follikulares Schilddriasenkarzinom (n=139)
Chromophobes Nierenzellkarzinom (n=149)
Adenokarzinom des Magens, intestinaler Typ (n=159)
Hepatozellulares Karzinom (n=256)
Lobulares Mammakarzinom (n=301)
Papillares Nierenzellkarzinom (n=312)
Klarzelliges Nierenzellkarzinom (n=1131)
Invasives Mammakarzinom, nicht weiter spezifiziert (n=1552)

Abbildung 37: StAR versus Melan A
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4. Diskussionen

Das Uberwiegende Vorkommen einer StAR-Farbung in Leydigzelltumoren, Steroid-
zelltumoren des Ovars und in adrenokortikalen Neoplasien passt sehr gut zur be-
kannten Rolle dieser Zellen in der Produktion von Steroidhormonen und passt auch
gut zu den von uns erhobenen Normalgewebsbefunden sowie zur friher publizierten
Literatur (Pereira et al. 2020; Dong et al. 2011). In Ubereinstimmung mit unseren Da-
ten hatten Dong et al eine diffuse StAR Expression in 3 von 3 Leydigzelltumoren und
eine fokale StAR-Positivitat in 30 von 31 adulten Granulosazelltumoren des Ovars
gefunden, wahrend die mehr als 200 Nicht-Keimstrang-Stromatumoren StAR negativ
blieben (Dong et al. 2011). Eine StAR-Expression in adrenokortikalen Neoplasien
war friher auch von Pereira et al berichtet worden. Diese Autoren hatten eine min-
destens fokale StAR-Positivitat in 14 von 14 adrenokortikalen Karzinomen, in 11 von
11 adrenokortikalen Adenomen mit Cushing-Syndrom und in 15 von 15 klinisch nicht

funktionellen adrenokortikalen Adenomen gefunden (Pereira et al. 2020).

In dieser Studie fand sich eine StAR-Positivitat in 87% der Nebennierenrindenade-
nome und 93% der Nebennierenrindenkarzinome. Dass nicht alle unsere adrenokor-
tikalen Neoplasien StAR positiv waren und dass die Farbeintensitat zwischen den
Tumoren und teilweise auch innerhalb der Tumoren erheblich variierte, kdnnte durch
Unterschiede in der funktionellen Aktivitat der einzelnen Adenome oder auch der zu-
grundeliegenden molekularen Veranderungen dieser Tumoren zu erklaren sein. In
einer kurzlichen Studie zu 97 Kortison produzierenden Nebennierenrindenadenomen
hatten Zhou et al einen engen Zusammenhang zwischen dem Vorliegen von
PRKACA-, PRKAR1A- sowie GNAS-Mutationen mit einer gesteigerten StAR-Produk-
tion in den betroffenen Zellen gefunden (Zhou et al. 2016). Mutationen in diesen Ge-
nen fihren alle zu einer abnormalen Aktivierung der zyklischen Adenosin-Monophos-
phat/Protein Kinase A-Singnalkaskade, einer verstarkten Phosphorylierung sowie Ak-
tivierung von StAR selbst, einer Uberproduktion von Kortison und einer daraus resul-
tierenden Adenomentwicklung in Nebennierendrisen (Bertherat et al. 2003; Espiard
et al. 2014; Goh et al. 2014; Jefferi et al. 2022). Mindestens in Kortisol produzieren-
den Adenomen erscheinen diese zuvor genannten Mutationen in 37% bis 74% der
Falle (Zhou et al. 2016; Beuschlein et al. 2014). Da in 72 von 73 (99%) von Adeno-
men mit Mutationen von PRKACA, PRKAR1A, GNAS eine immunhistochemisch

nachweisbare Uberexpression von StAR feststellbar war, wurde die StAR-
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Immunhistochemie als nitzlicher Surrogatmarker flur die Identifikation von Kortisol
produzierenden Adenomen mit einer aktivierten zyklischen Adenosinmonophosphat-
/Proteinkinase A-Signalkaskade vorgeschlagen (Zhou et al. 2016). In frlheren Stu-
dien waren fur nicht Kortisol produzierende Adenome andere Spektren von Mutatio-
nen gefunden worden als flr Kortisol produzierenden Adenome (Kamilaris et al.
2020). Beispielsweise wurde in Aldosteron produzierenden Adenomen nur in 2% der
Falle eine Mutation von PRKACA gefunden (Rhayem et al. 2016).

Die Analyse von mehr als 135 Tumorentitaten, welche alle friher noch nie auf die Ex-
pression von StAR untersucht worden waren, zeigte eine recht gut ausgepragte Spe-
zifitat der StAR-Expression fur Leydigzelltumoren und adrenokortikale Neoplasien.
Wenn -seltenerweise- eine StAR-Immunfarbung in anderen Tumorentitaten als Ne-
bennierenrindentumoren, Leydigzelltumoren beziehungsweise Granulosazelltumoren
des Ovars auftraten, war diese Farbung meist fokal, schwach und haufig memb-
rands. Eine fokale und membrandse StAR-Farbung sollte deswegen nicht als diag-
nostisch fir einen adrenalen oder Leydigzellen Tumor-Ursprung genutzt werden.
Trotz unserer ausgedehnten Validierung der verwendeten Antikorper kann nicht vol-
lig ausgeschlossen werden, dass es sich bei diesen membrandsen Farbungen um
eine Kreuzreaktivitat gegen ein Protein handelt, welches in den von uns zur Validie-
rung verwendeten Normalgeweben nicht oder in nicht detektierbarer Menge auftrat.
Es ist eine Schwache unserer Validierungsmethode, dass lediglich adulte Gewebe-
und nicht embryonale Gewebstypen zur Untersuchung gelangen. Allerdings ist der
Nachweis einer schwachen StAR-Expression in einer beschrankten Zahl von Tumo-
ren des Endometriums, der Leber, der Zervix uteri oder des Magens in Ubereinstim-
mung mit Daten, welche in der Datenbank ,The Cancer Genome Atlas (TCGA) RNA®
nachzuschlagen sind (The Cancer Genome Atlas Program (TCGA) 2024). Eine gele-
gentliche schwache StAR-Expression in verschiedenen Subtypen von Keimzelltumo-
ren des Hodens und in Ovarialkarzinomen ist ebenfalls mit den existierenden StAR-
RNA-Daten konsistent (STAR transcriptomics data - The Human Protein Atlas 2024a;
The Cancer Genome Atlas Program (TCGA) 2024), allerdings konnte in diesen Orga-
nen, bei denen normalerweise in bestimmten Zelltypen StAR exprimiert wird, der
RNA-Nachweis auch durch eine Kontamination mit Normalgewebe bedingt sein. Inte-
ressanterweise waren die StAR-RNA-Expressionsdaten des TCGA-Konsortiums in
pulmonalen Tumoren und jenen vom Kopf/Hals-Bereich mit einer guinstigen Patien-

tenprognose assoziiert (Expression of STAR in lung cancer - The Human Protein
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Atlas 2024; Expression of STAR in head and neck cancer - The Human Protein Atlas
2024). Dieser Befund konnte dafursprechen, dass StAR in extragenitalen Tumoren
nicht nur exprimiert wird, sondern sogar klinisch relevant sein konnte. Zur weiteren
Uberprifung der Hypothese einer klinischen Relevanz der Tumorexpression von
StAR wurde in unserem Kollektiv von Seminomen, bei dem eine StAR-Positivitat in
immerhin 6,6% der Falle nachgewiesen worden war, die Beziehung der StAR-Far-
bung mit histopathologischen Malignitatsparametern evaluiert. Dass keine statistisch
siginifikante Zusammenhange mit pT, pN, L-Status, V-Status sowie einer Infiltration
von Funiculus spermaticus oder Rete testis nachweisbar waren, spricht eher gegen
eine besondere klinische Bedeutung einer aberranten StAR-Expression in diesen Tu-

morzellen.

Insgesamt sprechen unsere Daten dafur, dass die StAR-Immunhistochemie fur die
Bestatigung einer Diagnose eines Leydigzelltumors oder von normalem oder neo-
plastischen adrenokortikalen Gewebe genutzt werden kdnnte. Obwohl Melan A we-
der in Keimstrang-Stroma-Tumoren noch in adrenokortikalem Gewebe exprimiert
wird, gibt es Melan A Antikorper-Klone, welche mit Nebennierenrindengewebe, Ley-
dig- und Sertolizellen kreuzreagieren und deswegen diagnostisch zum Nachweis von
Keimstrang-Stroma-Tumoren sowie von Normal- bzw. Tumorgewebe adrenokortika-
len Ursprungs genutzt werden konnen. Da auch maligne Melanome zu den nicht sel-
ten in die Nebennieren metastasierenden Tumoren gehoren, ist Melan A fur die Dar-
stellung von Nebennierenrindengewebe konzeptuell weniger gut geeignet als StAR,
welches lediglich in einem Fall der 60 untersuchten primaren sowie in keinem Fall
der 72 untersuchten metastatischen malignen Melanomen in unserer Studie nach-

weisbar war.

Der direkte Vergleich von der StAR- und Melan A (kreuzreaktiv)-Anfarbung in unse-
rem Tumorkollektiv zeigte eine hdhere Sensitivitat von StAR fur Leydigzelltumoren,
wahrend der kreuzreaktive Melan A Antikérper den einzigen reinen Sertolizelltumor
unseres Tumorkollektivs -im Gegensatz- zu StAR anfarbte. Dieser Farbebefund
passt gut zu den entsprechenden Normalgewebefarbungen, denn kreuzreaktive Me-
lan A Antikorper farben im Gegensatz zu unserem StAR-Antikorper auch normale
Sertolizellen (Boroojerdi et al. 2024). In Ubereinstimmung mit unseren Daten hatten
auch Dong et al beschrieben, dass StAR in Sertolizelltumoren und in normalen Serto-

lizellen nicht exprimiert wird (Dong et al. 2011). In ihrer Gesamtheit zeigen unsere
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Daten mindestens, dass die zusatzliche Nutzung der StAR-Immunhistochemie die
Sensitivitat vom ,kreuzreaktiven“ Melan A Antikorper fur den Nachweis von Leydig-
zelltumoren und adrenokortikalen Tumoren erhoht. Wahrend kreuzreaktive Melan A
Antikorper im Gegensatz zu StAR-Antikorpern fur die Identifikation von Sertolizelltu-
moren geeignet sind. Alle von uns erhobenen Daten leiden unter der Einschrankung,
dass der am besten etablierte Marker zum Nachweis von adrenokortikalen Tumoren,
namlich Steroidogenic-Factor 1 (SF1) in dieser Studie nicht mituntersucht worden
war. Eine SF1-Expression wurde in 44%-100% von adrenokortikalen Neoplasien fru-
her beschrieben (Komminoth et al. 1995; Sbiera et al. 2010; Schrdder et al. 1990;
Schroder et al. 1992; Wajchenberg et al. 2000) und die bisher vorliegenden Untersu-
chungen von extraadrenalen Tumoren sprechen auch fur eine annehmbare Spezifitat
von SF1 (Sasano et al. 1995; Hou et al. 2022; Wang et al. 2022; Erak et al. 2023;
Bennett et al. 2020). Weitere Studien sollten deswegen unbedingt die diagnostische
Bedeutung von StAR und SF1 in grofieren Tumorkollektiven vergleichend untersu-

chen.

Die wesentlichsten Starken der vorliegenden Studie liegen in der gro3en Fallzahl, der
maximalen Standardisierung unserer Analyse und der sorgfaltigen Validierung des
verwendeten Assays. Die 17135 in dieser Studie erfolgreich untersuchten Tumoren
war nur moglich durch die umfangreichen Vorarbeiten zahlreicher Pathologen, Wis-
senschaftler, Doktoranden und anderen Angestellten des Instituts fur Pathologie,
welche in den letzten Jahren gemeinsam das weltweit groRte TMA-Kollektiv herge-
stellt hatten. GemaR unseren Nachforschungen war StAR zum Zeitpunkt der Nieder-
schrift dieser Doktorarbeit am 10.02.2024 in 6 Publikationen an insgesamt 410 ver-
schiedenen Tumoren von 8 verschiedenen Tumortypen untersucht worden (siehe Ta-
belle 1). Unsere Studie erweitert den Informationsstand der Weltliteratur zur StAR-
Proteinexpression in Tumoren um fast 4080%. Dabei ist es ein besonderer Vortell,
dass StAR bisher als diagnostischer Marker keine Rolle spielte und nun in einer ein-
zigen grof3en Studie umfassend bezuglich seiner diagnostischen Bedeutung abge-
klart werden konnte. Normalerweise werden neue diagnostische Marker zuerst in
kleinen Studien als spezifisch fur eine bestimmte Entitat vorgeschlagen, wahrend im
weiteren Verlauf immer mehr Studien zeigen, dass das entsprechende Protein in ei-
ner immer gréRer werdenden Zahl weiterer Tumorarten nachgewiesen werden kann.
Beispielsweise wurde vor wenigen Jahren TRPS1 als neuer Marker fir Mammakarzi-

nome und insbesondere Triple-negative Mammakarzinome vorgestellt (Almasi et al.
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2023; Di Ai et al. 2021). Nun haufen sich die Publikationen, in denen TRPS1 auch in
relevanter Menge in anderen Tumoren wie beispielsweise Synovialsarkomen, Prosta-
takarzinomen, Urothelkarzinomen und hepatozellularen Karzinomen beschrieben
wird (Cloutier et al. 2022; Bachert et al. 2024; Yu et al. 2020).

Die offensichtlichsten Vorteile der TMA-Methode liegen in der Geschwindigkeit, mit
welcher Studien durchgefihrt werden kdnnen und in den moglichen Einsparungen
bei Manpower und Reagenzienkosten. Daruber hinaus erlaubt die TMA-Methode
aber auch eine bisher nie dagewesene Standardisierung von in-situ Analysen von
Tumoren, welche auch weiche Parameter wie die Schnittlagerungszeit und die pro
Tumor untersuchte Gewebemenge beinhalten. Bekanntermalden fuhrt eine Schnittla-
gerungszeit (Zeit zwischen Herstellung eines Schnittes und seine immunhistochemi-
schen Farbung) von 2 Wochen oder mehr zu einer signifikanten Verminderung der
Anfarbbarkeit der Schnitte, zumindest flr viele Antikdrper (Mirlacher et al. 2004). Es
ist auch bekannt, dass die Untersuchung von groReren Gewebemengen pro Patient
zu einer grolieren Chance eines positiven Farbeergebnisses fuhrt, wobei diese posi-
tive Farbung entweder durch biologisch relevante oder irrelevante fokale echte Far-
bungen oder auch durch Artefakte entstanden sein kénnten (Hoos et al. 2001; Camp
et al. 2000; Ye et al. 2020; Taqi et al. 2018; Voduc et al. 2008; Torhorst et al. 2001).
Die Festlegung einer identischen Gewebemenge pro untersuchten Patient (in unse-
rem Fall 0,6mm Durchmesser) schliel3t diesen Faktor als mdgliche Einflussgrofe

aus.

Angesichts der grolden Menge der fur dieses Projekt zu untersuchenden Tumoren
wurde ein hohes Augenmerk auf die Validierung unseres verwendeten Assays ge-
legt. Die internationale Arbeitsgruppe fur Antikorpervalidierung (International working
group for antibody validation, IWGAV) hatte vorgeschlagen, dass fir die Anwendung
der Immunhistochemie eine akzeptable Validierung entweder einen Vergleich mit ei-
ner anderen Methode zur Expressionsmessung oder aber einen Vergleich der Far-
beergebnisse mit den Farbeergebnissen eines zweiten unabhangigen Antikdrpers
notwendig sei (Uhlen et al. 2016). Beide Verfahren wurden in dieser Studie ange-
wendet, wobei RNA-Datenbanken zur Expression von StAR-RNA in verschiedenen
Normalgeweben als zweite Expressionsmessungsmethode verwendet wurde. Diese
drei Datenbanken sind im Human Protein Atlas in eine gemeinsame Datei zusam-

mengefasst und dort einsehbar (STAR transcriptomics data - The Human Protein
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Atlas 2024b). Um sicherzustellen, dass eine mdglichst grole Bandbreite verschiede-
ner Proteine fUr die notwendige Spezifitatstestungen eingesetzt werden, wurden Ge-
webeproben von 76 verschiedenen Normalgewebskategorien flr die Validierung ver-
wendet. Die Validitat/Spezifitat unseres Assays wurde durch den Nachweis einer sig-
nifikanten StAR-Immunfarbung in allen 3 Organen mit dokumentierter StAR-RNA-Ex-
pression (Nebenniere, Hoden und Ovar) bestatigt, wahrend alle anderen Gewebety-
pen keinerlei StAR-Immunfarbung aufwiesen. Dass die gleichen Zelltypen mit zwei
verschiedenen Antikdrpern angefarbt werden konnten, ist ein weiteres starkes Argu-
ment fir die Spezifitdt unserer Farbung.

Zusammengefasst liefern die Daten dieser Untersuchung eine umfassende Ubersicht
Uber die Pravalenz der StAR-Immunfarbung in humanen Tumoren und suggerieren
eine diagnostische Nutzlichkeit der StAR-Immunhistochemie fur die Diagnose von

Leydigzelltumoren beziehungsweise normalem oder neoplastischem Nebenierenrin-
dengewebe.
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5. Zusammenfassung

Das Protein StAR (Steroidogenic Acute Regulatory) ist ein mitochondriales Trans-
portprotein, das eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der Steroidhormon-
produktion spielt. Da seine Expression auf wenige normale Gewebe beschrankt ist,
wurde die immunhistochemische Analyse von StAR als diagnostisch nitzlich vorge-
schlagen. Um den diagnostischen und prognostischen Nutzen der StAR-Expressi-
onsanalyse umfassend zu bewerten, wurde ein Gewebe-Mikroarray mit 19 202 Pro-
ben von 152 verschiedenen Tumortypen und Untertypen und 608 Proben von 76 ver-
schiedenen normalen Gewebetypen immunhistochemisch analysiert. Eine StAR-Im-
munfarbung trat in 198 (1,2 %) der 17 135 analysierbaren Tumoren auf. Eine StAR-
Expression wurde in 27 von 152 Tumorkategorien beobachtet, von denen 9 mindes-
tens einen stark positiven Fall enthielten. Die héchste Rate an StAR-Positivitat wurde
bei Leydig-Zell-Tumoren des Hodens und des Eierstocks (100%), Steroidzell-Tumo-
ren des Eierstocks (100%), Nebennierenrindenkarzinomen (93%) und Adenomen
(87%), Sertoli-Leydig-Zell-Tumoren (67 %) und Granulosazell-Tumoren des Eier-
stocks (56%) sowie bei Seminomen (7%) festgestellt. 19 andere Tumorentitaten zeig-
ten eine - meist schwache - StAR-Positivitat in weniger als 6% der Falle. Ein Ver-
gleich mit bereits vorhandenen Melan-A-Daten ergab, dass StAR haufiger bei ad-
renokortikalen Neoplasmen und bei Leydig-Zell-Tumoren positiv war, wahrend StAR
(aber nicht Melan-A) bei Sertoli-Zell-Tumoren negativ war. Zusammenfassend bieten
unsere Daten einen umfassenden Uberblick tber die Muster der StAR-Immunfarbung
in menschlichen Tumoren und legen einen diagnostischen Nutzen der StAR-Immun-
histochemie zur Unterstutzung der Diagnose von Leydig-Zell-Tumoren oder von nor-

malem oder neoplastischem Nebennierenrindengewebe nahe.
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6. English Summary

Steroidogenic acute regulatory (StAR) protein is a mitochondrial transport protein
with a critical regulatory role for steroid hormone production. As its expression is lim-
ited to few normal tissues, the immunohistochemical analysis of StAR was proposed
to be diagnostically useful. To comprehensively evaluate the diagnostic and prognos-
tic utility of StAR expression analysis, a tissue microarray containing 19,202 samples
from 152 different tumor types and subtypes and 608 samples of 76 different normal
tissue types was analyzed by immunohistochemistry. StAR immunostaining occurred
in 198 (1.2%) of the 17,135 analyzable tumors. StAR expression was observed in 27
of 152 tumor categories, 9 of which included at least one strongly positive case. The
highest rate of StAR positivity occurred in Leydig cell tumors of the testis and the
ovary (100%), steroid cell tumors of the ovary (100%), adrenocortical carcinomas
(93%) and adenomas (87%), Sertoli-Leydig cell tumors (67%) and granulosa cell tu-
mors of the ovary (56%) as well as in seminomas (7%). 19 other tumor entities
showed - a usually weak - StAR positivity in less than 6% of cases. A comparison
with preexisting Melan-A data revealed that StAR was more often positive in adreno-
cortical neoplasms and in Leydig cell tumors while StAR (but not Melan-A) was nega-
tive in Sertoli cell tumors. In summary, our data provide a comprehensive overview
on the patterns of StAR immunostaining in human tumors and suggest a diagnostic
utility of StAR immunohistochemistry for supporting a diagnosis of Leydig cell tumors

or of normal or neoplastic adrenocortical tissue.
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11. Erklarung des Eigenanteils

Die hier thematisierte Studie wurde am Institut fur Pathologie des UKE durchgefuhrt.
Mein Beitrag bestand vor allem darin, eine grundliche Literaturrecherche zur Expres-
sion von StaR in Normalgeweben und Tumoren durchzufuhren, um damit einen

Uberblick tiber den immunhistochemischen Forschungsstand von StAR zu schaffen.

Ebenso bestand mein Anteil darin, bei der Herstellung der TMAs sowie deren Far-

bungen mitgewirkt zu haben.

So habe ich Im Vorfeld Uber das interne Informationssystem des UKE geeignete Tu-
morfalle fur die TMAs nach denen in dieser Arbeit aufgefuhrten Einschlusskriterien
herausgesucht. Die entsprechenden Gewebeblécke wurden dann von MTAs aus

dem Institut fir Pathologie auf ihre Eignung Uberpruft und herausselektiert.

Daruber hinaus habe ich die anonymisierten Patientendaten der ausgewahlten Falle
erfasst, inklusive wichtiger histopathologischer Parameter, und diese in einer Excel-
Tabelle aufbereitet. Ziel war es, mogliche Zusammenhange zwischen den Farbeer-

gebnissen und Prognosefaktoren herauszuarbeiten. Die statistische Analyse habe

ich zusammen mit Herrn Professor Simon vom Institut fir Pathologie umgesetzt.

Gemeinsam mit Herrn Professor Sauter habe ich anschlieliend den passenden Anti-
korper und die richtige Verdunnung zur immunhistochemischen Untersuchung von

StAR herausgearbeitet. Dafur fihrten wir mehrere Testfarbungen durch.

Nach Durchfuhrung der TMA-Anfarbung erfolgte die Bewertung der Farbungsintensi-
tat edurch einen Pathologen. Die vollstandige Dokumentation dieser Ergebnisse

wurde von mir durchgefuhrt.

Diese Arbeit habe ich schlielich eigenstandig und ohne fremde Unterstitzung ver-

fasst.
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12. Eidesstattliche Erklarung

Ich versichere ausdricklich, dass ich die Arbeit selbstandig und ohne fremde Hilfe,
insbesondere ohne entgeltliche Hilfe von Vermittlungs- und Beratungsdiensten, ver-
fasst, andere als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt und
die aus den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen einzeln
nach Ausgabe (Auflage und Jahr des Erscheinens), Band und Seite des benutzten
Werkes kenntlich gemacht habe. Das gilt insbesondere auch fur alle Informationen-
aus Internetquellen.Soweit beim Verfassen der Dissertation Kl-basierte Tools (,Chat-
bots“) verwendet wurden, versichere ich ausdrucklich, den daraus generierten Anteil
deutlich kenntlich gemacht zu haben. Die ,Stellungnahme des Prasidiums der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft (DFG) zum Einfluss generativer Modelle fur die Text-
und Bilderstellung auf die Wissenschaften und das Forderhandeln der DFG* aus
September 2023 wurde dabei beachtet. Ferner versichere ich, dass ich die Disserta-
tion bisher nicht einem Fachvertreter an einer anderen Hochschule zur Uberpriifung
vorgelegt oder mich anderweitig um Zulassung zur Promotion beworben habe. Ich er-
klare mich damit einverstanden, dass meine Dissertation vom Dekanat der Medizini-
schen Fakultat mit einer gangigen Software zur Erkennung von Plagiaten Uberprift

werden kann.

Datum: Unterschrift:
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