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1. Einleitung

1.1. Hypophysenadenome

Hypophysenadeome sind benigne Neoplasien, stammend aus einer klonalen Proliferation
einer transformierten Zelle der Adenohypophyse mit Authebung der alveoldren
Grundstruktur des Vorderlappengewebes. Kleinalveoldre Proliferate gleichartiger Zellen
ohne Destruktion des normalen Aufbaus, werden als Hyperplasien, und nicht als
Adenome bezeichnet (Asa et al.,1998, DeLellis et al. 2004). Im Untersuchungsgut des
Deutschen Registers der Hypophysentumoren umfassen sie 84,6% aller
Hypophysentumoren (Saeger, 2007).

Klinisch relevante Tumoren, welche durch Storungen der Hormonsekretion oder durch
Tumordruck- Effekte auffallen, sind selten mit einer Pravalenz von 200/1 000 000 und
Inzidienz von 2/ 1 000 000 pro Jahr. Allerdings kleine, inzidentelle Adenome werden in
10-27% der Félle post mortem entdeckt. Mittels neuroradiologischer Untersuchungen, wie
CCT und MRT werden in 3,7-20% der Fille zufillig Hypophysentumoren diagnostiziert,
ohne vorherigen Verdacht auf eine Hypophysen-Lésion.

Die in den letzten Jahren entwickelten neurochirurgischen Techniken und andere
Behandlungsmetoden erfordern, zum besseren Patienten- Management, exakte
Klassifikation der Hypophysentumoren (Saeger, 2007; Saeger, 2005 ).

Es existieren unterschiedliche Klassifikationen der Hypophysentumoren, welche an
funktionalen, histomorphologischen, immunhistochemischen, biochemischen,
neuroradiologischen, chirurgischen und ultrastrukturalen Befunden basieren.
Endokrinologen benutzen vor allem die funktionale Einteilung, welche sich auf die
laborchemischen Befunde, wie Hormonspiegel- Bestimmung und die damit assoziierte
klinische Symptomatik, wie z.B. Auftreten von Cushing- Syndrom bei ACTH-
produzierenden Adenomen oder Akromegalie/ Gigantismus bei GH- produzierenden
Adenomen stiitzt (Asa et al., 1998, DeLellis et al., 2004)

Die neuroradiologische bzw. anatomische Klassifikation erlaubt die Einteilung in
Mikroadenome von weniger als 1 cm Grofle und Makroadenome von 1 und mehr cm

Durchmesser; die sogenannten gigantischen Adenome von mindestens 4 cm Grofe sind
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sehr selten. Hormonell-aktive Adenome werden in der Regel frither entdeckt, der Anteil
von Makroadenomen in dieser Gruppe betrdgt 15-86% und in der Gruppe der inaktiven
Adenome 95-100% (Saeger, 2007).

Diese Untersuchungsmethoden, wie auch der intraoperative Befund und histologische
Beurteilung lassen Hypophysenadenome in expansive, zur Umgebung hin scharf
begrenzte und invasive Tumoren einteilen. Die invasiven Adenome (etwa 50%)
infiltrieren benachbartes Gewebe, wie Knochen, Dura, Sinus cavernosus,
Nasennebenhohlen. Das Risiko eines invasiven Wuchsmusters steigt mit TumorgroBBe und
andert sich bei unterschiedlichen Adenomtypen (Saeger, 2007).

Diese Einteilungen sind von praktischem Nutzen, da sich hieraus Therapieansdtze und
Prognose ableiten lassen. Kleine, nicht invasive Tumoren lassen sich eher im Gesunden
resezieren. Grof3e und/oder invasive Tumoren sind schwerer einer radikalen chirurgischen
Therapie zugénglich und haben dadurch héhere Rezidivraten (Saeger, 2005).

In der neuen WHO Klassifikation der Hypophysentumoren aus dem Jahr 2004, ist
Invasionsverhalten ein Differenzierungsmerkmal zwischen typischen und atypischen
Adenomen: die atypischen Adenome werden als Tumoren der Adenohypophyse mit
Invasion des benachbarten Gewebes, gesteigerter mitotischer Aktivitit mit
Proliferationsindices ( bestimmt mittels MiB-1 Markers) von 3 und mehr Prozent sowie
einer extensiven intranukledren p-53 Expression definiert WHO  (Saeger, 2006;

Kontogeorgos, 2005 ; Grossman, 2006).

Hypophysen Carcinome, wie auch bei vielen anderen neuroendokrinen Tumoren, werden
erst bei Nachweis von Metastasen (cerebrospinal, systemisch) diagnostiziert; eine
Infiltration von Hirngewebe ist als Malignitétskriterium nicht ausreichend.

Die histologische Klassifikation orientierte sich friiher, seit Anfang des 20 Jahrhunderts,
lediglich am farberischen Verhalten des Zytoplasmas und unterschied azidophile,
basophile und chromophobe Adenome. Aufgrund der Tumorarchitektur lassen sich
lichtmikroskopisch diffuse, sinusoidale, papilldre und trabekuldre Baumuster erkennen.
Im Elektronenmikroskop konnen dicht granulierte von gering granulierten und gemischten
Adenomen unterschieden werden, je nach Anzahl, GréBe und Verteilung der vorhandenen
Sekretgranula. Diese Entdeckung durch Kovacs in den 70 Jahren des 20 Jahrhunderts
revolutionierte die Klassifikation der Hypophysenadenome. In der Routine-Diagnostik
setzte sich jedoch die immunologische Detektion von Antigenen im Gewebe durch.

Humane Hormone werden durch andere Spezies als Antigene erkannt, dadurch konnten



hochzpezifische Antikorper gegen Hypophysenhormone entwickelt werden. Sie erlauben
am Formalin-fixierten Gewebe die Aussage hinsichtlich der Hormonproduktion durch die
Tumorzellen und bieten die Grundlage der pathohistologischen Klassifikation (Asa et
al.,1998). Die WHO Klassifikation von 2004 (DeLellis et al., 2004) basiert auf
strukturellen Ahnlichkeiten mit normalen Parenchymzellen und immunhistochemischer
Hormonexpression. Hypophysenadenome kdnnen aus einem (monomorph) oder mehreren
Zelltypen (plurimorph) aufgebaut sein und ein (monohormonal) oder mehrere Hormone
(plurihormonal) produzieren, wobei die Kombinationen monomorph-plurihormonal und
bi-/multizellulir-monohormonal mdglich sind. Adenome ohne Nachweis einer
Hormonproduktion bilden die Gruppe der inaktiven Adenome (Saeger, 2006 ;
Kontogeorgos, 2005; Grossman, 2006 ).

Auf der Basis dieser Faktoren werden Hypophysenadenome wie folgt eingeteilt:

1. Dicht granulierte STH-Zelladenome

2. Gering granulierte STH-Zelladenome

3. Gering granulierte PRL-Zelladenome

4. Dicht granulierte PRL-Zelladenome

5. Gemischte bizelluldre STH/PRL-Zelladenome

6. Mammosomatotrophe Adenome

7. Azidophile Stammzelladenome (Produktion von STH und PRL)

8. Dicht granulierte ACTH-Zelladenome

9. Gering granulierte ACTH-Zelladenome

10.Crooke-Zelladenome (Produktion von ACTH)

11.TSH-Zelladenome

12.FSH/LH-Zelladenome

13.Null-Zell-Adenome inklusive onkozytére Variante

14.Plurihormonale Adenome, inkl. ,stumme* (silent) Adenome, Subtyp 3



1.1.1 Hypophysenadenome mit Produktion von Wachstumshormon

Adenome, die ausschlielich Wachstumshormon produzieren, sind aus somatotrophen Zellen
aufgebaut und umfassen zwei gut voneinander abgrenzbare Typen: das dicht granulierte und
das gering granulierte STH-Zelladenom. Gemischte STH/PRL-Zelladenome und die
Mammosomatotrophen Adenome produzieren neben Wachstumshormon auch Prolaktin.
Azidophile Stammzelladenome zeigen eine immunhistochemische Positivitit der Zellen fiir
STH und PRL, sind aber klinisch mit Hyperprolaktindmie vergesellschaftet. Die

plurihormonalen Adenome zeichnen sich durch Produktion mehrerer Hormone aus.

1.1.1.a. Dicht granulierte GH-Adenome

Das dicht granulierte STH-Zelladenom umfasst 7,1-9,2% aller Adenome und besteht aus
diffus angeordneten, mittelgroBen- bis grofen, rundlich-polyhedralen, stark azidophilen
Tumorzellen, welche rundliche Zellkerne mit leicht aufgelockertem Chromatin und kleinen-
bis mittelgroBen Nukleolen besitzen. Die mitotische Aktivitét ist niedrig, weniger als 3% der
Zellkerne zeigen eine Markierung mit MiB-1. Intrazytoplasmatisch zeigen sie eine diffuse,
uniforme, kréftige Expression von STH. Etwa die Hélfte der Tumorzellen enthilt zusétzlich
die a-Untereinheit der Glycoprotein-Hormone. Elektronenmikroskopisch zeigt sich gut
entwickeltes Golgi-Apparat und Rauhes Endoplasmatisches Retikulum sowie zahlreiche,
mittelgroBe (300-450 nm) sekretorische Granula. In der Regel handelt es sich um einen
langsam wachsenden, gut begrenzten Tumor mit geringer Invasionsrate (Saeger 2007;

DelLellis et al., 2004; Asa et al., 1998).

1.1.1.b. Gering granulierte GH-Adenome

Das gering granulierte STH-Zelladenom macht 6,3-7,6% der Adenome aus. Es handelt sich
um einen zellreichen, diffus wachsenden Tumor, welcher aus mittelgro3en- bis grof3en, leicht
azidophilen Zellen aufgebaut wird. Die Zellkerne sind pleomorph, z.T. lobuliert und bizarr,
chromatinreich. Paranukledr im Zytoplasma vieler Tumorzellen befindet sich eine schwach

azidophile spherische Inklusion, sog. ,,fibrous body* , welche eine Positivitét fiir niedrig-



molekulare Keratine, wie CK 8, aufweist. Die STH-Immunreaktion ist schwicher und
ungleichméfig. Im Elektronenmikroskop erkennt man wenige, kleine (100-250 nm),
pleomorphe Sekretgranula. Das RER ist prominent und bildet z.T. Nebenkerne. Die
paranukledren Korper bestehen aus konzentrischen Aggregaten von Typ II Filamenten

(Saeger 2007; DeLellis et al., 2004; Asa et al., 1998).

1.1.1.c. Gemischte STH/PRL- Zelladenome

Gemischte STH/PRL-Zelladenome haben eine Hiufigkeit von 3,5-5,2%. Es handelt sich um
bizellulare- bihormonale Adenome. Die Tumoren bestechen aus zwei, variabel vermischten
azidophilen und chromophoben Zelltypen mit dichter oder geringer Granulierung,
entsprechend somatotrophen und lactotrophen Zellen, die ultrastruktural Eigenschaften von
STH-Adenom- und PRL-Adenomzellen aufweisen. Die gering granulierten STH-Zellen
entsprechen morphologisch Zellelementen des gering granulierten STH-Adenoms mit
,»fibrous bodies*. Nur wenige Zellen enthalten beide Hormone (Saeger 2007; DeLellis et al.,
2004; Asa et al., 1998).

1.1.1.d. Mammosomatotrophe Adenome

Bei den Mammosomatotrophen Adenomen (1,1%) handelt es sich um monozellulére-
bihormonale Adenome, welche aus polyhedralen, mittelgro3en- bis gro3en, stark azidophilen,
diffus wachsenden = Zellen aufgebaut sind. Die Zellen entsprechen ultrastruktural
Zellelementen des dicht granulierten STH-Adenoms; die sekretorischen Granula sind groBer
und irreguldrer. Immunhistochemisch zeigt sich eine starke Positivitdt fir STH und
schwécher, in der gleichen Tumorzelle, fiir PRL (Saeger 2007; DeLellis et al., 2004; Asa et
al., 1998).

1.1.1.e. Azidophile Stammzelladenome

Das Azidophile Stammzelladenom ist selten (<1%) und meist monohormonal mit Sekretion
von PRL. Seltener ist es bihormonal mit Sekretion von PRL und im geringen Ausmaf} auch
STH. Die leicht pleomorphen, schwach azidophilen Tumorzellen wachsen diffus und weisen
intrazytoplasmatische groBe Vakuolen und paranukledre Inklusionen (fibrous bodies) auf.

Ultrastruktural ~ entsprechen  die  beschriebenen = Vakuolen akkumulierten- und



Riesenmitochondrien. Sekretgranula sind selten und klein (150-200nm). Dieser Adenom-Typ
zeigt aggressiveres Verhalten, ist meist invasiv und hiufig Therapie-resistent (Saeger 2007;

DelLellis et al., 2004; Asa et al., 1998).

1.1.1.f. Plurihormonale Adenome

Die plurihormonalen Adenome (1,3%) zeichnen sich durch die gleichzeitige Produktion
mehrerer Hormone aus, die neben Wachstumshormon und/oder Prolaktin noch mindestens ein
Glycoprotein und/oder o-Untereinheit exprimieren. Dabei werden die gemischten,
mammosomatotrophen, azidophilen, gonadotropen und corticotropen Adenome, trotz
Produktion von mehr als einem Hormon, nicht dieser Gruppe =zugerechnet. Das
plurihormonale Adenom Typ I erinnert lichtmikroskopisch an das dicht granulierte STH-
Adenom, produziert , neben STH, auch TSH, o-Untereinheit, PRL, FSH, LH.  Das
plurihormonale Adenom Typ II hat eine Ultrastruktur &dhnlich, wie die gonadotropen
Adenome, exprimiert aber nicht nur LH und FSH, sondern auch a-Untereinheit oder TSH,
STH, PRL. Das ,stumme* Subtyp 3 Adenom erinnert ultrastruktural an Glycoprotein-
produzierende Adenome und enthdlt reichlich Raues und Glattes Endoplasmatisches
Retikulum, prominenete Golgi-Felder und spérlich kleine (100-200 nm) sekretorische
Granula, die in den Zellausldufern akkumulieren. Immunhistochemisch zeigt sich eine
positive Reaktion fiir GH, PRL, TSH und andere Hormone. Dieser Adenomtyp zeichnet sich
durch ein biologisch aggressives Verhalten aus; alle bisher untersuchten Tumoren dieser
Gruppe waren invasive Makroadenome mit einer hohen Rezidivrate. Die Patienten haben

erhohte Serum-Prolaktin Werte (Saeger 2007; DeLellis et al., 2004; Asa et al., 1998).
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1.1.2 Hypophysenadenome und Akromegalie

Hypophysenadenome mit exzessiver Wachstumshormon-Produktion sind, abhédngig vom
Alter der Patienten mit Gigantismus (vor Schluss der Epiphysenfugen) oder Akromegalie
vergesellschaftet. Die Leitsymptome der Akromegalie im Erwachsenenalter sind vielfiltig
und entwickeln sich langsam, sodass zwischen Krankheitsbeginn und Diagnosestellung oft
mehr als 10 Jahre vergehen. Durch Neuformation von periostalen Knochen kommt es zur
Prognathie, Verbreitung der Zahnzwischenriume, Uberbiss, Verbreitung der Nasenwurzel,
prominenten Orbitalwiilsten. Die Weichteilvermehrung und Hautverdickung fiihrt zur
Zunahme der Fingerbreite, Schuh- und Kopfgrofle, Makroglossie, zum Schlaf-Apnoe-
Syndrom, Karpaltunnelsyndrom. Durch lokales Wachstum kommt es hiufig zu
Kopfschmerzen, Gesichtsfeldausfillen und Hypophyseninsuffizienz. STH-Exzesse konnen
zur gestorten Glucosetoleranz und zum Diabetes mellitus vom Typ II fithren. Gehéduft kommt
es zur Entwicklung von Neoplasien, wie Colonadenome (in 50% der Fille) und
Coloncarcinome (in 7% der Fille). Die Mortalitdt von Patienten mit Akromegalie ist etwa auf
das 3fache erhoht- hdufig sterben die Patienten an kardiovaskuldren und respiratorischen
Erkrankungen (Lehnert et al., 2003; Asa et al., 1998; Stalla et al., 2007).

Bei Verdacht auf Akromegalie sollte zundchst die Bestimmung von IGF-1/Somatomedin C
und basaler GH-Werte durchgefiihrt werden. Als Bestdtigungstest eignet sich oraler
Glukosetoleranztest: eine fehlende Supression des GH-Spiegels auf <1,0  pg/l ist
pathologisch; in etwa 10% der Fille werden paradoxe Anstiege der GH-Werte beobachtet.
Nach laborchemischer Diagnosestellung ist zur weiteren Diagnostik ein MRT zur Beurteilung
der TumorgroBe- und Ausdehnung notwendig.

Das Ziel der Therapie ist es, die laborchemischen Befunde zu normalisieren und die
Tumormasse/-progression zu kontrollieren. Als Therapie der Wahl gilt die transsphenoidale
Hypophysenoperation. Die vollstindige Tumorresektion stellt das wichtigste prognostische
Kriterium dar. Bei ausbleibendem Erfolg der Operation und préoperativ, besonders bei
Makro- oder invasiven Adenomen, wird eine medikamentdse Therapie mit
Somatostatinanaloga (z.B. Octreotid) oder Dopaminagonisten (z.B. Bromcriptin)
durchgefiihrt. Die konventionelle Radiatio ist aufgrund eines langsam einsetzenden
therapeutischen Effekts (Normalisierung des IGF-1 in 35-55% nach 10 Jahren) und der

Nebenwirkungen (Hypophyseninssufizienz, erhohte zerbrovaskuldre  Mortalitét,
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Zweitneoplasien) keine Therapieoption der 1. oder 2. Wahl. Die stereotaktische
Radiochirurgie ist schneller- innerhalb von 1-2 Jahren- wirksam, fiihrt jedoch nur in etwa

35% der Fille zur Normalisierung des IGF-1 (Lehnert et al.. 2003; Stalla et al., 2007).

Somatostatin inhibiert die STH-Sekretion, reduziert die TumorgroBe in 40-50% der Fille.
Histologisch zeigen behandelte Tumoren eine perivaskuldre und interstitielle Fibrose, stirkere
STH-Immunreaktion,  vermehrte = Zytoplasmaazidophilie =~ sowie eine  niedrigere
Proliferationsrate. Sie bindet an Somatostatinrezeptoren (SSTR Subtypen 1-5), insbesondere

an SSTR2, 3, 5.(Cap et al., 2003; Saeger 2007; Stalla et al., 2007)

Die Erfolgsrate einer Bromcriptin-Therapie der STH-Zelladenome ist mit 10-30% relativ
niedrig. Die Therapie-sensitiven Adenome zeigen eine deutliche Schrumpfung sowie
Reduktion des Zellplasmas, Verminderung von Zellorganellen, wie RER und Golgi-Apparat
neben Vermehrung von Einzelzelluntergdngen und Fibrose. Die Wirkung wird ebenfalls

durch eine Rezeptorbindung entfaltet (Yin et al., 1999; Saeger 2007).
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1.2. Apoptose

Apoptose stellt einen essentiellen, ubiquitdren, in der Evolution konservierten Prozess dar,
welcher notwendig ist, um Funktion und Entwicklung multizelluldrer Organismen zu erhalten.
Dabei handelt es sich um einen strikt regulierten, aktiven, programmierten Zelltod mit
besonderen morphologischen Merkmalen (Crocker et al., 2003). Apoptotische Stimuli
konnen physiologischer oder pathologischer Natur sein; physiologisch dienen sie der
Elimination von {iberschiissigen- (z.B. wihrend der Embryogenese) oder schidlichen Zellen
(wie z.B. selbstreaktive T-Lymphozyten im Thymus). Pathologische Stimuli, wie chemische,
mikrobiologische, radiologische oder genetische Faktoren konnen eine adiquate (z.B.
Elimination von maligne transformierten Zellen) oder schédliche (Zelltod bei Ischémie)
Reaktion hervorrufen. Die zytotoxische Wirkung einiger Chemotherapeutika, wie cis-platin
oder zytotoxischer T-Lymphozyten kommt durch Induktion der Apoptose zustande ( Pollard
et al., 2004).

Dieser Prozess verlduft in mehreren Phasen: (a) in der Initialphase erhilt die Zelle einen
apoptotischen Stimulus, (b) in der Effektor/Dezisionsphase wird der Zelltod aktiviert, ist aber
noch reversibel, (¢) mit der Degradations-/Exekutionsphase kommt es zu einer irreversiblen
Zellschidigung, (d) in der Abrdumphase werden die Zellreste phagozytiert (Crocker et al.,
2003).

Kerr et al. (1972) haben als erste die morphologischen Verdnderungen der Degradationsphase
beschrieben. Zunichst kommt es zur Kontraktion der Mikrovilli, Verlust der interzelluldren
Verbindungen, Kondensierung des Chromatins entlang der Kernmembran mit Fragmentation
der DNA in 180-200 bp groBe Fragmente und schlieflich zur Karyorrhexis. Die Zelle
schrumpft und wird zu Membran-bedeckten apoptotischen Korpern umgewandelt; wahrend
des gesamten Prozesses bleiben die Zellmembran und die Membran der apoptotischen Korper
intakt, sodass es zu keiner Freisetzung der lysosomalen Enzyme kommt. Innerhalb von 30-60
min wird die apoptotische Debris phagozytiert ohne Entwicklung einer entziindlichen

Umgebungsreaktion ( Crocker et al., 2003; Pollard et al., 2004).
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1.2.1 Apoptose- Nachweismethoden

Obwohl manche dieser Verdnderungen lichtmikroskopisch sichtbar sind, kdnnen einzelne
apoptotische  Zellen {ibersehen werden. Zur besseren Darstellung kann die
Elektronenmikroskopie oder sog. Vitalfarbungen, wie Acridinorange-Kernfarbung, benutzt
werden. Andere Nachweismethoden, wie ISEL und TUNEL, basieren auf Markierung und
visueller Darstellung der intranukleosomalen DNA-Fragmente auf einem formalinfixierten
Gewebsschnitt. Immunhistochemisch kann man die Proteasen der Caspase-Familie,
Einzelstrang-DNA oder auch Spaltprodukte, z.B. des Zytokeratins-Subtyps 18, darstellen
(Crocker et al., 2003).

1.2.2. Morphologische Verinderungen der Apoptose in Hypophysenadenomen

Die morphologischen Verdanderungen der Apoptose in Hypophysenadenomen sind éhnlich,

wie in anderen Gewebwarten (Kapranos et al., 2004;Vidal et al., 2001).

In der friihen Degradationsphase des programmierten Zelltodes kommt es vor allem zu
Kernverdnderungen: das Chromatin verklumpt, kondensiert und lagert sich an der
Kernmembran an; dabei akkumuliert es an einem Kernpol. Die zytoplasmatischen Organellen
bleiben weitgehend erhalten, es kann aber zur Dilatation des Endoplasmatischen Retikulums
kommen. Sekretorische Granula sind in jedem Zelltyp erhalten und zeigen eine normale
Morpholgie beziiglich der Grof3e, Dichte, Gestalt und Lokalisation. Das Zytoplasma erscheint
dichter. Die Zellen zeigen einen Kohédsionsverlust.

In der spiteren Phase bricht der Zellkern in mehere kleine dichte Partikel (Karyorrhexis), die
stark kondensiertes Chromatin enthalten. Die Zellen runden sich ab, das Zytoplasma zeigt
eine deutliche Vakuolisierung auf Grund von Zerfall des Zytoskeletts. Eine geringe Anzahl
von Mitochondrien und sekretorischen Granula erscheint noch intakt. Die Zelle entfernt sich
von der Basalmembran und von angrenzenden Zellen, die Zellkontur wird irreguldr und formt

Ausldufer, welche, von Zellmembran umgeben, vom Rest der Zelle getrennt werden und
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Apoptosekorper bilden. Diese bestehen aus Kernmaterial, welches vom schmalen
Zytoplasmasaum umgeben ist.
SchlieBlich werden die Apoptosekdrper durch Makrophagen und Stellate-Zellen phagozytiert.

Selten werden sie nicht durch Phagozytose sondern sekundédre Nekrose eliminiert.

Hypophysenadenome, besonders mit Dopaminagonisten behandelte PRL-Adenome, kdnnen
einen von Apoptose distinkten Zelltod aufweisen. Das Hauptmerkmal dabei ist die wachsende
Dichte und spiter erhebliche Vakuolisierung der zytoplasmatischen Matrix der Zelle, die das
Aussehen einer “dunklen” Zelle annimmt. Im Gegensatz zur Apoptose kommt es aber nicht

zur Kernfragmentation.
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1.2.3. Apoptose- Mechanismen

Der Prozess der Apoptose ist sehr komplex, abhingig vom Stimulus und Zelltyp und wird
durch Promoter und Inhibitoren reguliert. Zwei der wichtigsten Wege werden hier kurz

dargestellt.

1.2.3.1. Extrinsischer/ Todesrezeptoren Weg der Apoptose

Zellen exprimieren mindestens 6 Zelloberflichenmolekiile, welche die Funktion sog.
Todesrezeptoren haben. Eins davon, Fas (CD 95, APO 1), gehort zur Gruppe der TNF-
Rezeptoren. Seine zytoplasmatische Domine enthélt eine sog. Todesdomine, welche allen
Todesrezeptoren eigen ist. An der Oberfliche anderer Zellen, z.B. zytotoxischer T-
Lymphozyten, befindet sich eine Rezeptor-Bindungsstelle, Fas-Ligand. Durch die Rezeptor-
Ligand-Bindung kommt es zur Initilerung der Apoptose. Drei zytoplasmatische
Todesdominen bilden eine Bindungsstelle fiir das Fas-assoziierte Protein mit Todesdoméne
(FADD/MORTT1). Der Fas-FADD-Komplex bindet Procaspase 8, welche sich proteolytisch
aktiviert; ihre aktive Form aktiviert die Caspasen-Kaskade ( Caspasen 3,6,7) und fiihrt
dadurch zum Zelltod. Allerdings exprimieren die Zellen das FLIP Protein, welches vom
Aufbau inaktiver Procaspase 8 entspricht, an FADD bindet und dadurch einer
Autoaktivierung der Procaspase 8 vorbeugt. Durch Export von Fas und Fas-Ligand an die
Oberflache der gleichen Zelle kommt es zum Zelltod, auf diese Weise wird die Lebensdauer
von Gewebs- T- und B-Lymphozyten reguliert. Manche Beispiele der p53 Wirkung
funktionieren nach diesem Prinzip (Pollars et al., 2004; Tannock et al., 2005; Kapranos et al,
2004).

Dieser Weg ist auch in STH- und PRL-sezernierenden Hypophysenadenomen konserviert,
wie die Studie von (Candolfi et al, 2006) belegt. Dabei wurden adenovirale Vektoren, die
TNF und Fas kodieren in die Zellen eingebracht, was zur Apoptose fiihrte.
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1.2.3.2 Intrinsischer/ mitochondrialer Weg der Apoptose

Die Initialschritte dieser Route sind noch nicht vollstindig entschliisselt; meist kommt es
durch Bindung von bid (Mitglied der bcl 2-Familie) an Mitochondrien und unter Einflu3 von
bak oder bax (ebenfalls Mitglieder der bcl 2-Familie), zur Offnung der Kanile und
Freisetzung von Cytochrom ¢, wie auch anderer Proteine ins Zytoplasma. Dort bindet
Cytochrom c an das Apaf-1 Protein (apoptotische Protease aktivierender Faktor); dieser
Komplex bindet und aktiviert Procaspase 9, welche dann die Procaspase 3 spaltet, die
wiederum weitere Effektorcaspasen aktiviert. Zusitzlich spalten aktive Caspasen bid, was zu
einer noch effizienteren Bindung von bid an Mitochondrien fiihrt (Pollard et al., 2004;
Tannock et al., 2005; Kapranos et al, 2004).

1.2.4  Effektoren und Mediatoren der Apoptose

1.2.4.1 Caspasen

Caspasen (Cystein Proteasen) gehoren somit zu Proteinen, die an der Ausfiihrung der
Apoptose beteiligt sind. Sie spalten selektiv Proteine im Zellplasma, wie Aktin, CK 18,
Retinoblastom-Protein, mdm-2, aktivieren Proteinkinasen und fithren zur Aktivierung der
DNase durch Spaltung von ICAD (Inhibitor der Caspase-aktivierten DNase) (Kapranos et al,
2004)
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1.2.4.2 Bcl-2- Familie und Apoptose

Eine andere, an der Apoptosenregulation beteiligte Proteingruppe, ist die bcl-2 Familie. Sie
umfasst sowohl Apoptose-Inhibitoren (bcl-2, bcl-xL, bcl-w, bfl-1, mcl-1, Al), wie auch
Promotoren (bax, bak, bid, bad, bik, bcl-xS, Puma, Noxa). Die Promotoren wirken haufig auf
dem mitochondrialen Weg mit Freisetzung von Cytochrom c und konsekutiv Aktivierung der
Caspasen-Kaskade. Apoptose-Inhibitoren Verhindern diesen Mechanismus durch Bindung an
das Apaf-1 Protein. Bcl-2 kann, den durch unterschiedliche Stimuli, wie Chemotherapeutika,
oxidativer StreB, virale Infektionen, Hormonentzug-/UberschuB, p53, iniziierten Zelltod
verhindern. Seit Entdeckung der t(14;18) Translokation bei Follikelzentrum B-Zell-
Lymphomen, wird bcl-2 als Onkogen betrachtet. Dabei fiihrt die Uberexpression von bcl-2
nicht zur Steigerung der Proliferationsaktivitit, sondern zum Uberleben von Tumorzellen;
bel-2 hat sogar eine antiproliferative Wirkung aufgrund eines verzogerten Uberganges in die
Synthese-Phase des Zellzyklus, durch Hochregulation von p27-Proteins. Ein anderes Mitglied
dieser Familie, bax, ein Apoptose- und Zellproliferation-Promoter, dessen Expression durch
pS3 reguliert wird, gehort zu den Tumorsuppressoren; bax-Mutationen konnten in

Coloncarcinomen nachgewiesen werden (Nikiforos et al., 2000).

1.2.4.3. pS53 und Apoptose

Im ProzeB der Apoptose spielt noch ein anderes Protein, p53, sogenannter Wéichter des
Genoms, eine grofle Rolle. Im Falle einer DNA-Schédigung stoppt p53 in der spdten G1-
Phase den Zellzyklus , u.a. durch Aktivierung von p2l, eines Inhibitors der Cyklin-
abhingigen Kinasen und indirekt durch Blockade von Rb. Da es in hohen Konzentrationen fiir
die Zellen toxisch ist, wird seine Funktion negativ durch ein Partnerprotein, mdm-2,
beeninflusst. Im Zytoplasma fiihrt mdm-2 zur Degradation von p53. Nach einer DNA-
Schiadigung werden p53 und mdm-2 durch Proteinkinasen (z.B. DNA-abhingige
Proteinkinase) phosphoryliert. Dieser Zustand verhindert die Degradation von p53 durch
mdm-2, was zur Transkription der p53-regulierten Gene fiihrt. Dazu gehéren Apoptose-
Promoter bax, Fas (CD 95/Apo 1), Apaf-1. Stérung der Zellzykluskontrolle durch
Aktivierung von Onkogenen stimuliert p19, ein Tumorsuppressorprotein, welches mdm-2
inaktiviert; es kommt zur Akkumulation von p53 im Zellkern und schlieflich zum Zelltod.

Am G2/M-Kontrollpunkt des Zellzyklus ist p53 zur Verldngerung des Zyklusarrestes
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notwendig; auch hier entfaltet es seine Wirkung durch Aktivierung von p21 und zusitzlich
fithrt es zur Transportblockade der CDK1-Cyklin B1-Komplexe in den Zellkern (Pollard et
al., 2004; Soini et al., 1998).
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1.2.5. Tumorgenese und Apoptose

Mutationen der Gene, die eine Rolle im programmierten Zelltod spielen, z.B p53 und bcl-2,
fiihren zur Entwicklung von Neoplasien, u.a. durch das Uberleben maligne transformierter
Zellen. Eine somatische p53-Mutation ist bei zahlreichen Neoplasien nachweisbar.
Keimbahnmutation des p53 Gens ist mit Li-Fraumeni-Syndrom vergesellschaftet. Eine
t(14;18) Translokation, welche den bcl-2 Gen betrifft, tritt beim B-Zell Follikelzentrum-NHL
auf (Tannock et al., 2005). Nicht nur genetische sondern auch epigenetische Verdnderungen
konnen zur Storung der Apoptose fithren, wie z. B. Deletion oder Hypermethylierung der
CpG-Inseln (Bello et al, 2006).

In der Regel zeigen maligne Tumoren einen erhdhten Apoptoseindex, wahrscheinlich auf
Grund von Zell-Zell und Zell-Matrixkontaktverlust oder Hypoxie. Bei malignen Lymphomen,
hormonabhingigen epithelialen Tumoren sind ein hoher Apoptoseindex und eine niedrige
bcl-2 Expression mit geringer Tumordifferenzierung vergesellschaftet. Andererseits weisen
gering differenzierte Prostatacarcinome eine Uberexpression von bcl-2 auf, was zum
Uberleben des Hormon-unabhiingigen Zellklones fiihrt. Andere epitheliale Neoplasien
wiederum zeigen eine hohere apoptotische Aktivitdt in dysplastischen Lésionen (mit
Ausnahme von Carcinomen des Magens und Dickdarmes) als in invasiven Tumoren (Soini et

al, 1998).

Der Widerstand gegeniiber dem programmierten Zelltod stellt ein hdufiges Merkmal von
Neoplasien dar, weil die Apoptose das Risiko, dass abnormale Zellen iiberleben, senkt. Aus
diesem Grunde werden Tumoren nicht nur als Folge einer unkontrollierten Zellproliferation,
sondern auch als Akkumulation transformierter Zellen betrachtet, besonders im Fall langsam
proliferierender Neoplasien (Spurgers et al, 2006), wie z. B. Hypophysenadenome. Der
Apoptoseindex allein zeigt fiir unterschiedliche Tumortypen keine Assoziation mit

Uberlebensraten (Soini et al, 1998).
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2. Zielsetzung

Viele Faktoren beeinflussen das Wachstum von Hypophysenadenomen: Angiogenese,
Apoptose, Proliferationsaktivitit, Onkogene, Tumorsuppressorgene, Wachstumsfaktoren und
Hormonrezeptoren. Histologische Merkmale allein lassen nicht zwischen benignen, invasiven
und malignen Hypophysentumoren unterscheiden. Allerdings kann kein der o.g. Parameter n
alleine das biologische Verhalten dieser Tumoren vorhersagen. Nach wie vor bleiben die
vollstédndige chirurgische Resektion und das Ansprechen auf medikamentdse Therapie die
wichtigsten prognostischen Faktoren des biologischen Verhaltens (Saeger et al., 2005;

Kontogeorgos et al., 2006).

Das Ziel der Arbeit war einen weiteren, mdglichen prognostischen Faktor, ndmlich den
Apoptoseindex der Wachstumshormon-produzierenden Adenome, insbesondere nach
Therapie mit Somatostatinanaloga, ndher zu untersuchen.

Wir wollten auBerdem herausfinden, ob der Apoptoseindex mit folgenden Faktoren korreliert:

-Geschlecht

-Patientenalter bei Operation

-Adenomtyp

-Tumorgrofle im MRT

-Tumorstadium (T1-T4)

-Invasionsstadium (E, 11-13)

-Invasionslokalisation

-Férbeintensitit der TUNEL-Reaktion

-Maximale Serumspiegel von Wachstumshormon, IGF-1 und Prolaktin bei Diagnosestellung
-Medikationsart (Dopaminagonisten, Somatostatinanaloga)
-Medikationsdauer

-Tages-/-kumulativ Dosis

-Maximale préoperative Serumspiegel von Wachstumshormon und IGF-1
-Verianderung der TumorgroBe direkt vor OP

-OP-Ergebnis (kurativ- nicht kurativ)
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3. Material und Methoden

3.1. Patienten und Untersuchungsgut

Zur Auswertung fiir diese Arbeit kamen die Daten von 56 Akromegalie-Patienten, die in den
Jahren 1994 und 1995 an einem Wachstumshormon-produzierenden Tumor der Hypophyse in
der Universititsklinik Hamburg operiert wurden, dabei handelte sich ausschlieBlich um
Hypophysenadenome. In allen Féllen wurde der transnasale/transsphenoidale Zugang
gewdhlt. Das operativ gewonnene Tumormaterial wurde in gepuffertem 10% Formalin fixiert
und in Paraffin eingebettet. Zu diagnostischen Zwecken wurden konventionelle histologische
Farbungen (HE, PAS) und breitgefacherte immunhistochemische Untersuchungen zur
Hormonexpression-Bestimmung durchgefiihrt. Alle Adenome zeigten eine Expression des
Wachstumshormons: in 33 Féllen (60%) zeigte sich ausschlieBlich eine STH-Produktion,
davon fielen 16 Félle (29,1%) auf das dicht granulierte STH-Adenom und 17 Félle (30,9%)
auf das gering granulierte STH-Adenom. Bei 10 Patienten (18%) wurde ein gemischtes
STH/PRL-Adenom und in 12 Féllen (21,8%) ein plurihormonales Adenom diagnostiziert.
Das Ziel war, bei allen in der Studie vorkommenden Patienten den Apoptoseindex am
Paraffin-eingebetteten Tumorgewebe mittels TUNEL-Assays zu bestimmen. In einem Fall
war das Gewebe flaichenhaft nekrotisch verdndert und dadurch nicht beurteilbar; zur

statistischen Auswertung gelangten nur die eindeutigen Ergebnisse.

Die der Studie zugrunde liegenden klinischen Daten stammen aus den Krankenakten der
Neurochirurgischen Klinik der Universitit Hamburg. In die Datenerfassung gingen die
klinischen Befunde ein, wie Ergebnisse der laborchemischen, radiologischen und
intraoperativen Untersuchungen, stattgehabte medikamentdse Therapie und das Ansprechen
auf die Medikation.  Ausgewihlt wurden die basalen STH- und PRL-Werte sowie 1GF-
1/Somatomedin C-Spiegel bei Diagnosestellung, pra- und postoperativ. Es wurden Angaben
iiber die medikamentdse Therapie analysiert, insbesondere das verabreichte Medikament
(Somatostatinanaloga oder Dopaminagonisten), Therapiedauer und Tagesdosis; daraus wurde
die Kumulativdosis errechnet. Ferner fand eine Uberpriifung des Therapieerfolges anhand der
laborchemischen (Normalisierung der Hormonspiegel) und radiologischen Befunde

(Tumorverkleinerung) statt.
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Die neuroradiologischen Untersuchungen lieferten Informationen iiber die Tumorgréfe und
Ausdehnung (intra-, extraselldr) vor- und wéihrend bzw. nach medikamentdser Therapie. Des
weiteren wurden aus den Operationsberichten die Angaben iiber Tumorinvasivitdt und

Radikalitdt der Operation festgehalten.

19 Patienten waren weiblich, 37 Patienten ménnlich. Der Altersmittelwert der Patienten zum
Operationszeitpunkt lag bei 46,8 &+ 13,8 Jahren, der jiingste Patient war 7 Jahre alt, die &lteste
Patientin 76 Jahre.

In der Zeit zwischen Diagnose und Operation wurden 53 Patienten medikamentds mit der
Intention der Normalisierung der Hormonspiegel und GroBenreduktion des zu operierenden
Tumors behandelt, bei 11 Patienten wurden Dopaminagonisten (DA) eingesetzt und bei 42
Patienten Somatostatinpraparate (SMS) gegeben. Die mittlere Medikationsdauer betrug 6,9 +
7,5 Monate, die mittlere Tagesdosis fiir die Dopaminagonisten (DA) lag bei 11,5 + 4,9 mg
und fiir die Somatostatinpréparate (SMS) bei 375,0 + 322,3 mg.

3.2. Erhobene Parameter
Zur weiteren Auswertung wurden folgende Parameter registriert:

- Geschlecht

- Patientenalter bei Operation

- Adenomtyp

- Apoptoseindex in Prozent

- Féarbeintensitéat

- TumorgroBe im Magnetresonanztomogramm

- Tumorstadium (T1 - T4)

- Invasionsstadium (E, I1 - 13)

- Invasionslokalisation (E, Sinus cavernosus, Periost, Sella turcica)
- maximaler Wachstumshormon-Spiegel (HGH-Spiegel) bei Diagnosestellung
- maximaler IGF-1-Spiegel bei Diagnosestellung

- maximaler Prolaktinspiegel bei Diagnosestellung

- Medikationsart (Dopaminagonisten (DA), Somatostatinpriaparate (SMS)
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- Medikationsdauer
- Tagesdosis

- kumulative Dosis der prioperativen Medikation

- maximaler Wachstumshormon-Spiegel (HGH-Spiegel) direkt vor OP

- maximaler IGF-1-Spiegel direkt vor OP

- Verdnderung der TumorgroBe direkt vor OP (bezogen auf den Ausgangsbefund)

- OP-Ergebnis (kurativ — nicht kurativ)

3.3. Untersuchungsmethoden

3.3.1. TUNEL-Assay

Zur Detektion und Quantifizierung der Apoptose wurde der In Situ Cell Death Detection Kit,

AP der Firma Roche verwendet.

Kit-Inhalt bestand aus:

1. Blaue Phiole Enzymlosung

Terminale Deoxynucleotidyl
Transferase aus Kalbthymus,
rekombiniert in E. coli in

Lagerungspuffer

2. Violette Phiole Markierlosung

Nukleotid-Mischung in
Reaktionspuffer

3. Gelbe Phiole Converter-AP

Antifluoreszein  Antikorper,
Fab-Fragment vom Schaf,
konjugiert mit alkalischer

Phosphatase
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Weitere benotigten Reagenzien (kein Kit-Inhalt):

- Xylol und Alkohol (absolut, 95%, 90%, 80%, 70%)

- Destilliertes Wasser

- Waschpuffer: PBS

- Proteinase K 10-20pg/ml in 10 mM Tris/HCI, pH 7,4-8
- Substratlosung (Fast Red, Sigma)

- Rekombinierte DNase I

- Tris/HCIl-Puffer

- Magnesiumchlorid

3.3.2. Praktische Durchfiihrung des Assays

Entparaffinieren der Schnitte wurde durch Erhitzen auf 60°C und anschlieende Waschung in
Xylol (3 mal 3 Min) erreicht. Zum Rehydrieren wurden die Proben in absteigender

Alkoholreihe (je 2 mal 3-5 min.) und in destilliertem Wasser gewaschen.

Darauthin wurde das Gewebe mit Proteinase K 20 Min. bei 30°C inkubiert und 2 mal mit
PBS bei 15-25°C gewaschen.

Die Vorbereitung der TUNEL-Reaktion Mischung erforderte, nach Hersteller Angaben, eine
Vermischung der Enzymlosung (50ul) mit der Markierldsung (450ul); 50ul der TUNEL-
Mischung wurden auf die Gewebsschnitte aufgetragen und in einer dunklen, feuchten

Kammer 60 min. bei 37°C inkubiert und danach 3 mal 5 min. in PBS gewaschen.
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Der Objekttrager wurde um das Gewebe herum trocken gewischt und danach mit 50 pl
Converter-AP benetzt und mit Parafilm bedeckt sowie anschlieend 30 min. bei 37°C in einer

feuchten Kammer inkubiert.

Nach 3maliger Waschung mit PBS wurde die Substratlosung hinzugefiigt; die Schnitte
wurden in Dunkelheit 10 min. bei 15-25°C inkubiert und danach wieder 3mal mit PBS

gewaschen. AnschlieBend wurden die Préiparate gedeckelt und lichtmikroskopisch untersucht.

Kontrolle

Zur Uberpriifung einer korrekten Ausfiihrung des Assays wurden gleichzeitig Positiv- und
Negativ-Kontrollen aus Paraffin-einebetteten Gaumenmandelgewebe angefertigt. Fiir die
Negativ-Kontrolle wurden die entparaffinierten Schnitte mit 50ul Markierldsung statt mit

TUNEL-Mischung inkubiert.

Die entparaffinierten Schnittpréparate fiir die Positiv-Kontrolle wurden mit rekombinierter
DNase I vorbehandelt, um Briiche der DNA-Stringe zu induzieren. Hinzu wurden 3000 U/ml
des Enzyms mit 50mM Tris/HCl-Puffer, 10mM Magnesiumchlorid 10 min. bei 15-25°C und

pH 7,5 inkubiert und danach dem gleichen Procedere, wie das Tumorgewebe ausgesetzt.

Nur bei positiver Reaktion der Positiv-Kontrolle und negativer Reaktion der Negativ-

Kontrolle wurde das Ergebnis ausgewertet.

3.3.3 Detektion und Quantifizierung der Apoptose

Alle Tumorzellkerne, die eine rote Farbung aufwiesen, wurden als positiv gewertet. Zur
Quantifizierung der Apoptose wurde der Apoptoseindex (ALI) bestimmt: dazu wurde die
Prozentzahl der positiven Zellkerne pro Tausend Tumorzellen errechnet; dabei wurde auch

die Intensitit der Farbereaktion beurteilt (+ schwach bis +++ stark).
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3.3.4. Fehlerquellen und Storfaktoren

Trotz Gebrauch standardisierter Kits kann es gelegentlich zu falsch positiven oder falsch

negativen Ergebnissen kommen (Tannock et al., 2005; Crocker et al., 2003)

Faktoren, die die Markierung der nukleosomalen DNA beeinflussen:

Faktor Wirkung

Gewebeaustrocknung Erhoht die falsch positive Rate

Fixierung zu lang Erhoht die falsch negative Rate

Fixierung zu spét Erhoht die falsch positive Rate

Fixierung nicht ausreichend Erhoht die falsch positive Rate

Néhe zum Gewebsrand Férbefehler (sog. Randphédnomene)

DNA-Risse beim Schneiden Erhoht die falsch positive Rate

Vorbehandlung mit Mikrowelle Erhoht die Zahl der markierten Kerne

Inkubationsdauer Zu lang: falsch positive Rate erhoht
Zu kurz: falsch negative Rate erhoht

Dauer und Konzentration der Transferase- | Beeinflusst die Zahl der markierten Kerne

Reaktion

Briiche der DNA-Stringe Nicht nur bei Apoptose
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3.4. Statistische Methoden

Fiir die statistische Auswertung wurde das Programm StatView 5.0 der Firma SAS verwendet

(SAS Institute Inc., Cary, North Carolina 27513, USA).

3.4.1. Mittelwerte

Zur Beschreibung der kontinuierlichen Variablen wurden Mittelwerte und Standardab-

weichungen berechnet und als solche angegeben (Mittelwert + Standardabweichung).

Bei unabhéngigen Stichproben wird zur Bestimmung der Signifikanz von Mittelwertunter-
schieden zwischen mehr als zwei Gruppen der Kruskal-Wallis-H-Test durchgefiihrt. Zeichnen
sich hierbei signifikante Mittelwertunterschiede fiir eine Variable ab (p-Wert kleiner 5%), so
kann der Paarvergleich zwischen den einzelnen Gruppen stattfinden (Bortz und Lienert,

1998).

Zur Bestimmung von Mittelwertunterschieden zweier Gruppen und der statistischen
Signifikanz dieser Unterschiede kam der verteilungsfreie (nonparametrische) Mann-Whitney-
U-Test fiir unabhéngige Stichproben zum Einsatz. Fiir die Bestimmung der statistischen
Signifikanz von Mittelwertunterschieden abhéngiger Stichproben wurde der verteilungsfreie

(nonparametrische) Wilcoxon-Signed-Rank-Test angewandt (Bortz 1999a).

3.4.2. Korrelationen

Als Zusammenhangsmal3 der erhobenen Parameter wurde bei kontinuierlichen Variablen der
Pearson-Korrelationskoeffizient (r, mogliche Werte zwischen 1 und -1, 0 bedeutet keinerlei

Zusammenhang) bestimmt und der Signifikanztest nach Fischer durchgefiihrt (Bortz 1999b).
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3.4.3. Hiufigkeitsunterschiede

Fiir die Bestimmung von Hiufigkeitsunterschieden verschiedener Gruppen wurde der Chi-

Quadrat-Test angewandt (Ramm und Hofmann, 1982).
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4. Ergebnisse

4.1. Apoptoseindex

Die mittels TUNEL-Assays angefertigten Praparate wurden lichtmikroskopisch untersucht,
zuerst wurde anhand der HE-Schnitte sichergestellt, dass nur Adenomgewebe erfasst wurde.
Als positiv wurde jegliche, auch schwache Rotfarbung der Zellkerne gewertet. Dabei konnten
die leuchtend rot-markierten Zellkerne sicher vom iibrigen, blassen Adenomgewebe
abgegrenzt werden. Zur Quantifizierung der Apoptose wurde der Apoptoseindex (ALI) als
Prozentsatz der positiven Zellkerne pro Tausend Tumorzellen bestimmt, dabei wurde auch die
Intensitdt der Farbung beurteilt (+ schwach bis +++ stark). Trotz der blassen Anfiarbung des

Adenomgewebes konnten die Tumorzellen und ihre Konturen problemlos beurteilt werden.

Eine Apoptose lie sich bei 55 Patienten auswerten, bei einem Patienten konnten nicht genug
vitale Tumorzellen isoliert werden, um eine sichere Ermittlung der Apoptoserate zu
gewdhrleisten. Nur bei 20 Patienten (36,4%) konnte der Effekt der Apoptose im
Tumorgewebe nachgewiesen werden; dabei fielen schon lichtmikroskopisch in der
Himatoxylin-Eosin Fiarbung (HE) Apoptosekorper auf. Im TUNEL-Assay konnte in diesen
Zellen eine leuchtend rote Kernanfirbung beobachtet werden, die als positiver
Reaktionsausfall gewertet wurde. Der Apoptoseindex lag im Mittel bei 3,6 + 6,5% mit einem

Maximum von 30% und einem Minimum von 0%.

11 Tumoren (20%) wiesen Apoptoseindizes von 10 und mehr Prozent auf; in diesem
Kollektiv waren 3 Patienten mit DA und 8 Patienten mit SSA behandelt. Dabei zeigten nur 3
Adenome klinisch positive Therapieeffekte, wie Tumorschrumpfung und Normalisierung der

Hormonspiegel im Serum.
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4.1.1. Korrelationen der Apoptoserate

Das Patientenalter mit einem Mittelwert von 46,8 + 13,8 Jahren korrelierte nicht mit der

Apoptoserate (r=0,070, p=0,612)

Der Mittelwert der Tumorgréfe bei Diagnosestellung konnte mit 16,4 + 6,7 mm aus den
MRT-Aufnahmen ermittelt werden. Der Korrelationskoeffizient zwischen Tumorgréfle und
Apoptoserate war negativ und mit r=-0,178 und p=0,199 statistisch nicht signifikant. Im
Rahmen der Medikation verénderte sich die TumorgroB3e und nahm im Mittel um 1,6 + 4,9
mm ab. Fiir diese Abnahmen konnte ebenfalls kein Zusammenhang mit der Apoptoserate

gefunden werden (r=-0,063, p=0,827).

Die Medikationsdauer von 6,9 £ 7,6 Monaten korrelierte positiv, jedoch ebenfalls nicht statis-
tisch signifikant mit der Apoptoserate (r=0,144, p=0,337). Bestimmt man die Korrelation der
Medikationsdauer mit der Apoptoserate fiir jedes Medikament getrennt, so ergibt sich fiir die
Medikationsdauer mit Somatostatinpriaparaten (SMS) keinen signifikanten Zusammenhang
mit der Apoptoserate (r=0,115, p=0,508), jedoch fiir die Dopaminagonisten (DA) mit einem
sehr hohem Korrelationskoeffizienten (r=0,818, p=0,001). Wie Abbildung 1 zeigt, basiert

diese Bestimmung allerdings nur auf wenigen Wertepaaren.
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Abb. 1: Regressionsgerade der Apoptoserate und der Medikationsdauer mit DA
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Bei der kumulativen Medikamentendosierung ergibt sich fiir die Somatostatinpriparate
(SMS) sogar ein negativer Korrelationskoeffizient von r=-0,112, wéhrend fiir die kumulative
Dopaminagonistenmedikation (DA) ein positiver Korrelationskoeffizient von 1=0,270

bestimmt wurde. Beide Werte sind jedoch nicht statistisch signifikant.

Auch die Beziehung der Apoptoserate zu den Hormonspiegeln von Wachstumshormon
(HGH), IGF-1 und Prolaktin bei Diagnosestellung ist nicht statistisch signifikant. Es ergibt
sich fir das Wachstumshormon ein Mittelwert von 36,7 + 37,4 pg/dl und ein
Korrelationskoeffizient von r=-0,201 (p=0,142), fiir IGF-1 ein Mittelwert von 1106 + 563
pg/dl und ein Korrelationskoeffizient von r=-0,060 (p=0,678) und fiir Prolaktin ein Mittelwert
von 24,9 £+ 39,9 pg/dl bei r=0,230 (p=0,095).

In Bezug auf die Spiegel der Hormone direkt vor der Operation zeigt sich allerdings ein
signifikanter inverser Zusammenhang mit IGF-1 mit r=-0,304 (p=0,047), wéhrend der
Korrelationskoeffizient fiir das Wachstumshormon (HGH) und die Apoptoserate zwar

ebenfalls negativ, jedoch nicht statistisch signifikant ist (r=-0,208, p=0,166). Abbildung 2
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zeigt die Regressionsgerade fiir IGF-1 und Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die

beschriebenen Werte.
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Abb. 2: Regressionsgerade der Apoptoserate und des IGF-1-Spiegels
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Tab. 1: Korrelationen der einzelnen Parameter mit der Apoptoserate
Korrelationskoeffizie | p-Wert
nt
Alter 0,070 0,612
TumorgrofBe bei Diagnosestellung -0,178 0,199
Tumorgroenabnahme durch Medikation -0,063 0,827
Medikationsdauer | DA 0,818 **=* 0,001
SMS 0,115 0,508
Kumulative Dosis | DA 0,270 0,380
SMS 0,112 0,520
HGH Bei Diagnosestellung -0,201 0,142
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préoperativ -0,208 0,166

IGF-1 Bei Diagnosestellung -0,060 0,678
priaoperativ -0,304 * 0,047
Prolaktin Bei Diagnosestellung 0,230 0,095

4.1.2. Mittelwertdifferenzen der Apoptose

In Bezug auf das Geschlecht der Patienten zeigten sich geringe Mittelwertdifferenzen
hinsichtlich der Apoptoserate von 2,2 + 6,5% bei den Frauen versus 4,3 + 7,1% bei den

Mainnern, die statistisch nicht signifikant waren (p=0,296).

Auch beim Vergleich der T-Stadien der Tumore waren signifikante Mittelwert Unterschiede
der Apoptoserate nicht nachweisbar (T1: 4,1 £ 7,3%, T2: 4,1 £ 7,2%, T3 2,3 + 4,2%, T4 kam
nur bei einem Patienten vor, p=0,813). Bezogen auf die Invasivitdt der Tumore ergaben sich
wiederum geringe Mittelwertdifferenzen (E: 2,6 + 3,5%, 11: 7,1 + 9,6%, 12: 3,1 = 6,7% und
13: 1,8 + 3,4%, p=0,459), die jedoch ebenfalls nicht statistisch signifikant waren. Ahnlich
verhielt es sich mit der Gruppierung nach Adenomtyp. Auch hier waren geringe
Mittelwertdifferenzen der Apoptoserate zu berechnen, die nicht statistisch signifikant wurden
(dicht granuliertes GH-Adenom: 2,7 + 5,6%, gering granuliertes GH-Adenom: 2,6 + 3,5%,
gemischtes GH/PRL-Adenom: 8,0 = 11,4% und plurihormonales Adenom: 2,7 £+ 4,3%,
p=0,818). Die Ansprechbarkeit des Tumors auf die medikamentdse Therapie im Sinne einer
Tumorverkleinerung ergab wiederum geringfiigige nicht signifikante Unterschiede

(Tumorverkleinerung: 5,9 + 9,2%, Tumor nicht verkleinert: 3,2 + 5,9%, p=0,412).

Im Vergleich der beiden Medikationen sind die Unterschiede der Apoptoserate nicht
signifikant (DA: 1,5 £ 3,2%, SMS: 4,8 + 7,5%, p=0,315).

Unterschiede in der Apoptoserate im Vergleich der Tumoren, bei denen die hormonellen
Verdnderungen durch die Medikation reduziert wurden, gegeniiber den Tumoren, bei denen
dies nicht der Fall war, konnten ebenfalls nicht als statistisch signifikant nachgewiesen

werden. Fiir das Wachstumshormon ergab sich eine Apoptoserate von 5,8 + 7,3% fiir die auf
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die medikamentdse Therapie mit Hormonspiegelreduzierungen reagierenden Tumoren und
3,1 £ 6,6% fiir die nicht reagierenden Tumoren (p=0,164). Fiir IGF-1 wurde die mittlere
Apoptoserate mit 5,6 + 6,8% bei den Tumoren mit Hormonspiegelverringerung nach

Medikation und 3,4 + 6,9% fiir die {ibrigen Tumoren bestimmt (p=0,194).

Selbst im Vergleich der Tumore, die erfolgreich operiert wurden mit denen, bei denen dies
nicht so war, gab es nur gering, statistisch nicht signifikante Unterschiede der Apoptoserate

(kurativ: 4,2 + 7,1%, nicht kurativ: 1,4 &+ 3,2%, p=0,245).

Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse.

Tab. 2: Mittelwertunterschiede der Apoptoserate

Mittelwerte und Standard-
) p-Wert
abweichungen der Apoptoserate
Geschlecht
Weiblich 2,2+6,5%
0,296
Mainnlich 43+71%
T-Stadien der Tumore
T1 4,1 +£7,3%
T2 4,1 +7.2%
0,813
T3 2,3+4,2%
T4 -
Invasivitit des Tumors
E 2,6 £3,5%
I1 7,1 £9,6%
0,459
12 3,1 +6,7%
I3 1,8 £3,4%
Tumortyp
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Dicht granuliert STH 2,7 +£5,6%,
Gering granuliert STH | 2,6 £ 3,5%,
0,818
Gemischt STH/PRL 8,0+11,4%
Plurihormonal 2,7+4,3%,
Ansprechbarkeit des Tumors auf Medikation
Ja 5,9+9,2%
0,412
Nein 3,2+ 5,9%,
Medikation
DA 1,5+3,2%
0,315
SMS 4.8 +£7,5%
HGH nach Medikation
Verringert 5,.8+7,3%
0,164
Nicht verringert 3,1 £6,6%
IGF-1 nach Medikation
Verringert 5,6 £6,8%
0,194
Nicht verringert 3,4+6,9%
Operationserfolg
Kurativ 4.2 +7,1%,
0,245
Nicht kurativ 1,4 + 3,2%,
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4.2. Farbeintensitét

Die Farbeintensitit lie sich bei den Priaparaten der gleichen 55 Patienten erheben, bei denen
die Apoptose zu ermitteln war. Die Bestimmung der Férbeintensitét erfolgte als Zuordnung zu
einer von 4 Gruppen: bei den Priparaten der 35 Patienten mit 0% Apoptoserate lag die
Férbeintensitdt naturgeméal bei 0, 4 Patienten (7,3%) wiesen eine Férbeintensitdt von +1 auf,
9 Patienten (16,4%) eine Férbeintensitit von +1 bis +3 und 7 Patienten (12,7%) eine

Farbeintensitit von +2.

4.2.1. Mittelwertunterschiede im Vergleich der 4 Gruppen untereinander

Hinsichtlich des Patientenalters, der bei Diagnosestellung ermittelten Hormonspiegel fiir
Wachstumshormon, IGF-1 und Prolaktin sowie hinsichtlich der Tumorgrofe bei
Diagnosestellung gab es keine signifikanten Mittelwertunterschiede im Vergleich der 4
Gruppen untereinander. Das gleiche galt fiir die Dauer der Medikation und die kumulativen
Dosen der Dopaminagonisten (DA) bzw. Somatostatinpraparaten (SMS). Die Mittelwerte der
einzelnen Gruppen und die p-Werte des Kruskal-Wallis-Tests sind der Tabelle 3 zu

entnehmen.

Einzig fir das Wachstumshormon (HGH) und fiir IGF-1 direkt vor OP, also nach der
Medikation, lieBen sich Mittelwertdifferenzen zwischen den 4 Gruppen zeigen
(Wachstumshormon (HGH): p=0,001, IGF-1: p=0,002). Dabei lagen die Gruppen 0 und +2
jeweils deutlich hoher als die Gruppe +1 und die Gruppe +1 bis +3. In den Abbildungen 3 und
4 sind die Verteilungen der Werte fiir die 4 Gruppen getrennt als Box-Plot dargestellt.
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Tab. 3: Mittelwerte der einzelnen Parameter fiir jede Gruppe

Gruppe Kruskal-
Wallis-Test
0 +1 +1 bis +3 +2
p-Wert

Alter (Jahre) | 45,9 + 12,6 53,3+84 49,3 £20,6 44,0 £13,3 0,527
HGH pre

43,6 £43,5 13,1 £6,5 32,3+22,6 20,7 + 14,4 0,138
(ng/dl)
IGF-1  pre

1130 £ 501 798 + 261 1216 =969 1034 + 121 0,397
(ng/dl)
PRL pre

22,4 +24,7 8,3+4,8 45,5 £83,9 20,5 + 20,7 0,231
(ng/dl)
Tumorgrofle

17,2+7,4 17,0 3,7 16,3+ 5,6 12,1 +£53 0,398
(mm)
Medikations
dauer 5,8+3,3 6,8 £4,6 9,4+£9,5 14,4 + 18,8 0,794
(Monate)
Kumulierte
SMS-Dosis | 99,3 +141,5 | 42,5+36,7 52,5+ 36,4 54,0 £25,5 0,643
(2)
Kumulierte
DA-Dosis 1,48 £1,16 2,70 (n=1) 7,05 + 3,61 10,85 £ 15,20 | 0,258
(2)
HGH post

16,4 + 16,6 4,0+23 4,2 +33 22,0 +£12,6 0,001
(ng/dl)
IGF-1 post

824 + 557 369 £ 150 408 =199 704 +£284 0,002
(ng/dl)
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(Abb. 3: Unterschiede der Wachstumshormon-Spiegel zwischen den 4 Gruppen nach

medikamentdser Therapie
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Abb. 4: Unterschiede der IGF-1-Spiegel zwischen den 4 Gruppen nach medikamentdser
Therapie
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4.2.2. Hiufigkeitsunterschiede im Vergleich der 4 Gruppen untereinander

Es gab keine statistisch signifikanten Hé&ufigkeitsunterschiede im Vergleich der 4
verschiedenen Gruppen der Farbeintensitit hinsichtlich der Parameter Geschlecht, T-Stadien
der Tumore, Invasivitit der Tumore, Tumortyp, Tumorverkleinerungen nach medikamentdser

Therapie, verabreichter Medikamententyp und auch nicht hinsichtlich des kurativen bzw.

nicht kurativen Operationserfolgs.

Abb.2 Dicht granuliertes STH-Adenom, TUNEL

Abb.3 Gering granuliertes STH-Adenom, HE Abb 4 Gering granuliertes STH-Adenom, TUNEL

41



5. Diskussion

Die vorliegende Studie evaluiert den Apoptoseindex in STH-produzierenden
Hypophysendenomen in Korrelation zu klinischen und morphologischen Befunden.

In 36,4% der untersuchten Fille konnte der programmierte Zelltod nachgewiesen werden.
Dabei betrug der Apoptoseindex 3,6+ 6,5% mit einem Minimum von 0% und einem
Maximum von 30%. Dies entspricht den Ergebnissen von Vidal et al. (2001), die 8.000
Hypophysenbiopsate elektronenmikroskopisch untersuchten. Dabei stellten sie fest, dass die
Apoptose im normalen Hypophysengewebe nicht vorkommt und selten in Adenomen zu
finden ist, am héufigsten in corticotrophen und thyreotrophen Adenomen. Kontogeorgos
(1997) konnte in 54% der Fille positive Zellkerne mittels ISEL-Methode nachweisen;
hiufiger in FPA als NFPA. In spiteren Untersuchungen entdeckte diese Gruppe und auch
Sambaziotis (Kontogeorgos et al. 2002 ; Sambaziotis, Kapranos et al. 2003), dass die
Apoptosehdufigkeit mit bcl-2 und bax- Expression korrelierte: hoherer ALI der FPA war mit
Uberexpression von bax und niedriger ALI der NFPA mit hohen bcl-2 Werten
vergesellschaftet. Demgegeniiber fanden Ozer et al. (2003) und Turner et al. (2000) eine
verminderte bcl-2 Expression in NFPA und Rezidivtumoren; laut Turner korrelierte die bel-2
Anfarbbarkeit mit gesteigerter Vaskularitét der Tumoren.

Kulig et al. (1999) berichten ebenfalls iiber niedrige Apoptoseindizes bei Adenomen;
deutliche Steigerungen bis auf das 5-fache beobachteten sie bei schwangeren und postpartalen
Frauen, gefolgt von Hypophysencarcinomen mit etwa 4-fachen Erhohung des Apoptoseindex.
In diesen Fillen fanden sie eine statistisch signifikante Verminderung der bcl-2 Expression.
Ebenfalls in anderen hormonabhingigen Tumoren, wie bei Mammacarcinomen steigt mit der
Dedifferenzierung der Apoptoseindex und die bcl-2 Reaktion wird schwécher.

Die unterschiedlichen Ergebnisse in der Apoptosehdufigkeit konnen darauf beruhen, dass es
sich dabei um ein kurz dauerndes Ereignis handelt (bis 80 min. n. Kontogeorgos, bis 3Std. n.
Pollard Biology). Dies konnte nur durch Untersuchungen in Echtzeit vermieden werden.

Zum anderen sind die Methoden zum Nachweis der intranukleosomalen DNA, wie TUNEL
und ISEL, Schwankungen unterworfen- Gewebefixierung, Konzentration der Enzyme,
prolongierte Proteolyse, Randphdnomene bei fragmentierten Proben und Nachweis von DNA-
Fragmenten nekrotischer Zellen koénnen zu falschen Resultaten fiihren (Pollard et al., 2004;

Tannock et al.,, 2005). Um diese Fehlerquelle zu reduzieren wiéren weitere, gleichzeitig
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angewandte z.B. immunhistochemische Methoden zum Nachweis von Apoptose, wie
Caspase-3, CK18-Spaltprodukte, empfehlenswert. Limitierend ist hdufig die kleine Gréfe der
Proben, die mehrere Untersuchungen unmdglich macht, insbesondere, da mehrere
Stufenschnitte vom Tumorgewebe fiir die exakte Diagnose notwendig sind. Ferner werden in
manchen Studien nur wenige Fille untersucht, so dass nicht sicher ist, ob die Kollektive
reprasentativ sind.

Die Elektronenmikroskopie kann, trotz exzellenter Darstellung Apoptose-typischer
Veridnderungen, dieses Problem nicht vollstindig 16sen; durch eine nur kleine Gewebsmenge
und unterschiedliche Schnittebenen werden die absterbenden Zellen teilweise nicht erfasst
(Vidal et al., 2001).

Auf der anderen Seite werden die Untersuchungen der Apoptose nicht nur am menschlichen
Tumorgewebe, sondern auch an Tieren (Ratten und Méausen) und an Zelllinien durchgefiihrt
und somit werden die Resultate von heterologen Systemen gewonnen und miteinander
verglichen (Melmed 2003). Dabei ist es bekannt, dass Verlust der Zell-Zell und Zell-Matrix-
Kontakte ein apoptotischer Stimulus ist und zum héheren ALI fiihrt (Pollard et al., 2004;
Kulig et al., 1999).

Unsere Studie ergab, dass der Apoptoseindex unabhidngig vom Geschlecht, Alter, Tumortyp,
TumorgroBe und Invasionsverhalten ist. Nur Kontogeorgos et al. (2002) fanden eine
gesteigerte Apoptoserate in hormonsezernierenden Mikro- als Makroadenomen, die
Unterschiede waren jedoch nicht statistisch signifikant. Green et al. (1997) konnten keine

Korrelation von ALI und p53-Expression zum Tumortyp oder TumorgréBBe nachweisen.

Wir stellten fest, dass die préoperative medikamentdse Therapie, trotz des z.T. klinisch
fassbaren Erfolges, wie Tumorschrumpfung und/oder Senkung der Hormon-Serumlevels,
keine unterschiedlichen Apoptoseindizes im Vergleich zur unbehandelten Patientengruppe
hervorrief. Wir beurteilten dabei den Einflufl von Tages- Gesamtdosis und Therapiedauer: fiir
das mit Somatostatinanaloga behandelte Patientenkollektiv konnten wir keine signifikanten
Verdnderungen von ALI feststellen. In der mit Dopaminagonisten behandelten
Patientengruppe zeigte sich eine positive Korrelation mit der Therapiedauer aber nicht mit der
Tages- oder Gesamtdosis. Allerdings umfasste diese Gruppe nur drei Patienten. Im Gegensatz
dazu beschrieben Yin et al. (1999), dass Bromcriptin die Apoptose Dosis- und Therapiedauer-
abhingig induziert, Kontogeorgos et al. (2000) stellten diese Wirkung schon nach einer

Kurzzeittherapie von 2-3 Wochen fest.
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Beziiglich der Therapie mit Somatostatinanaloga, wie Octreotid, entspricht unser Ergebnis der
Studie von Losa et al. (2001), in welcher operativ gewonnenes Adenomgewebe von 39 mit
SSA behandelten und 39 unbehandelten Akromegalie-Patienten untersucht wurde-
therapiebedingt zeigte sich eine Senkung der Proliferationsrate, gemessen an der MiB1-
Zellfraktion, die Haufigkeit der Apoptose war in beiden Gruppen gleich. Kulig et al. (1999)
und Cerman et al. (2003) konnten ebenfalls keine Steigerung der Apoptose nach
medikamentOser Therapie der Adenome mit SSA und DA feststellen; wie Losa et al. (2001)
fanden auch sie eine niedrigere Proliferationsaktivitét.

Ahnliche Resultate erzielten Saitoh et al. (1997): die prioperativ mit SSA behandelten STH-
Adenome wiesen keine signifikanten ALI Werte im Vergleich zu unbehandelten Tumoren; sie

entdeckten jedoch, dass die Bromcriptin-Behandlung eine Erh6hung von ALI zu Folge hatte.

Es gibt Untersuchungen, welche andere Ergebnisse erzielten: die Studie von Wasko et al.
(2003) belegte eine Steigerung der Apoptose nach Behandlung mit Somatostatinanaloga.
Gruszka et al. (2001) beschrieben im Tiermodell eine deutliche Erhéhung von ALI in Folge
einer SSA und DA Therapie, dieser Effekt korrelierte mit Tumorschrumpfung, Senkung der
Hormon-Serumspiegel und niedrigerer proliferativer Aktivitdt; dabei zeigte sich eine

Induktion von bax, eines Apoptose-Promoters der bcl-2-Familie (Gruszka et al., 2004).

Somatostatinanaloga fithren bei Behandlung von Akromegalie-Patienten in etwa 50% der
Félle zu klinisch fassbaren Therapieeffekten, wie Senkung der Hormon-Serumspiegel
und/oder Tumorschrumpfung, welche auch morphologische Korrelate am Tumorgewebe
aufweisen. Sie entfalten ihre Wirkung durch Rezeptorbindung, dabei haben sie eine hohe
Affinitdit zu den Rezeptortypen 2,5 und 3 (Corbetta et al, 2001). Nach der
Rezeptoraktivierung kommt es zur Verminderung der Aktivitidt von Adenyl Cyclase, Senkung
von cAMP, Induktion der Calcium-Mobilisierung, Aktivierung von Tyrosinkinase und MAP-
Kinase und dadurch zur Senkung der Proliferationsrate. Die proapoptotische Wirkung wurde
in fritheren Arbeiten (Sharma et al., 1996) dem Rezeptortyp 3 zugeschrieben, dabei wurde
Induktion von p53 und bax beobachtet. Ferrante et al. (2006) stellten eine Induktion der
Apoptose auch iiber den SSTR2 fest, es fand sich eine dosisabhingige Caspase-3-
Aktivierung, Erhohung der CK18-Spaltprodukte; diese Wirkung war nicht von p53, p63, p73,
bcl-2, bax, bid, FADD sondern von Phosphatasenaktivitit abhingig. Die Apoptoserate

korrelierte mit Therapie-bedingter Tumorschrumpfung, was wir aber nicht belegen konnten.
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Mehrere Arbeiten (Corbetta, 2001; Gruszka, 2006; Thodou, 2006; Hofland, 2004; Bronstein,
2006) beschreiben, dass die Unterschiede im Ansprechen auf die SSA-Therapie von
Rezeptorsubtypen-Expression im Tumorgewebe, Rezeptordichte abhédngig sind. Dem
widerspricht die klinische Untersuchung von Oshino et al. (2006) bei der 32 Akromegalie-
Patienten 2-3 Wochen pridoperativ mit SSA behandelt waren; die Therapieeffekte auf das
Tumorvolumen korrelierten nicht mit endokrinen Effekten und auch nicht mit der
szintigraphisch bestimmten Rezeptordichte. (Casarini et al., 2006; Oshino et al., 2006)
Einzelne Studien (Corbetta et al, 2001) berichten {iber Mutationen der
Somatostatinrezeptoren, die mit Verlust ihrer Funktion einhergehen.

Hinzu kommt die Entdeckung, dass STH-Adenome, die den Dopaminrezeptor DR2 besitzen,
ein deutlich geringeres Ansprechen auf eine SSA-Therapie aufweisen; es kommt zu einer
DR2-SSTRS5-Dimerbildung (Zatelli et al., 2005), was moglicherweise Therapieerfolge bei der
DA-Therapie in etwa 30% der STH-Adenome erklirt. Oshino et al. (2006) beschreiben auch
Somatostatin-Dopamin-Chimérenligande.

Des weiteren konnen Somatostatinrezeptoren untereinander Homo- und Heterodimere bilden,
was zu funktionalen Unterschieden fiihrt. Ren et al. (2003) und Danila et al. (2001)
beschrieben eine synergistische Aktivierung unterschiedlicher Rezeptoren. Nicht nur der
Rezeptortyp, sondern auch Anwesenheit von intrazelluliren Effektor-Molekiilen, wie
Phosphotyrosin Phosphatase, konnen beim Therapieansprechen eine Rolle spielen (Florio et
al., 1999). Die nicht hormonsezernierenden Adenome besitzen hiufig den
Somatostatinrezeptor Typ 2, eine Therapie mit SSA ist jedoch wirkungslos.

Ferner weisen Hypophysenadenome mit einer gsp-Mutation, die in 40% der GH-Adenome

vorkommt, eine hohere Sensitivitit auf SSA-Therapie auf (Corbetta et al., 2001; Lopes 2007).

Die neueren Arbeiten iiber Hypophysenadenome befassen sich nicht nur mit Proliferation
oder Apoptose allein, sondern auch mit Verdnderungen auf der Protein/Enzym- oder
genomischer Ebene.

Bahar et al. (2004) et al. entdeckten den auf Chromosom 22 lokalisierten PTAG (Pituitary
Tumor Apoptosis Gene): in 79% der Hypophysenadenome und in 73% der GH-Adenome
kommt es zu einer Gendeaktivierung auf Grund von Hypermethylierung der CpG-Inseln, was
zur Erniedrigung vom Apoptoseindex und Tumorzelliiberleben- sowie Proliferation fiihrt. In
diesen Féllen wirkt Bromcriptin dosisabhingig iiber Caspasenaktivierung als
Apoptosemediator; Apoptose ist auch in Tumorzellen ohne dieses Gen in sehr geringer

Frequenz feststellbar ( Farell et al., 2006).
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Die Studie von Bello et al. (2006) an 35 Adenomen entdeckte, dass Hypermethylierung von
CpG-Inseln und nicht Mutationen zur Gendeaktivierung fiihrt; dabei kommt es auf diesem
Wege hiufig zur Deaktivierung der DAP-Kinase und Caspase-8 (Apoptosemediators- und
effektors) und dadurch zur Verhinderung des programmierten Zelltodes.

DAP-Kinase ( Death Ass. Protein Kinase) reguliert den G1/S-Kontrollpunkt des Zellzyklus,
ist ein positiver Mediator der Apoptose iiber Induktion von Interferony; Verlust der
Expression durch Hypermethylierung oder Deletion der CpG-Inseln (Simpson et al., 2002) ist

hiufig bei Hypophysenadenomen, besonders invasiven, nachweisbar.

PTTG (Pituitary Tumor Transforming Gen), ein auf Chromosom 5 lokalisiertes Onkogen,
wird im Tumor- aber nicht im Normalgewewbe nachgewiesen. Es spielt die Rolle von
Securin, eines Anaphase-Inhibitors, welches Chromosomenseparation verhindert und dadurch
zur Aneuploidie fiihrt; etwa 50% der Adenome sind aneuploid. Des weiteren aktiviert es
Wachstumshormone, wie FGF2, VEGF und den FGFR1. PTTG induziert Apoptose auf p53
abhingigem und unabhidngigem Wege; auf Grund der bereits beschriebenen
Wirkmechanismen iiberwiegt jedoch die Zell- und GefdBproliferation (Tfelt-Hansen et al.,
2006).

Hypophysenadenome  zeigen Expressionen unterschiedlicher Proteine, die den
programmierten Zelltod beeinflussen, wobei nicht sicher ist, ob es sich um Ursache der
Tumorentstehung oder um Epiphédnomene handelt (Melmed 2003).

Gutartige Hirntumoren, auch Hypophysenadenome, weisen eine Produktion von Survivin auf.
Survivin kommt im f6talen, embryonalen aber nicht im Normalgewebe vor. Es wirkt als
Apoptoseinhibitor ohne dabei die Expression von p21 oder p53 zu stéren. Uberexpression von
Survivin ist hufig mit Versagen von medikamentdser Therapie vergesellschaftet (Hassounah
et al., 2004; Wasko et al., 2005).

Eine inhibitorische Wirkung auf Apoptose iiben auch Seladin und BAG1-Protein aus. Seladin
kommt im Normalgewebe der Hypophyse, Nebennierenrinde, des Ovars und Hodens vor, ist
hiufig in Tumoren anzutreffen und blockiert Caspase-3. Therapie mit SSA ruft iiber eine p53-
Induktion eine Steigerung des ALI, jedoch nur bei GH-sezernierenden und nicht bei NFPA,
trotz dhnlicher Ausstattung der Adenome mit SSTR 2 und 5. Sogenannte Therapieversager
haben nicht selten eine starke Seladin-Positivitdt (Luciani et al., 2005).

BAGI1-Protein kommt gehduft in Adenomen vor, es reguliert die Zellproliferation,

Stressantwort und blockiert die Apoptose iiber bcl-2 Uberexpression (Morris et al., 2005).
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Einen EinfluB auf den programmierten Zelltod iibt auch Zacl-Protein aus, welches
normalerweise im Hypophysen-, Ovar- und Mammagewebe vorkommt; es induziert die
Apoptose und Zellzyklusstopp. Hypophysenadenome weisen eine stark reduzierte Expression
des Proteins auf. Octreotid induziert die Sezernierung dieses Proteins, allerdings fiihrt das
Ausschalten des ZAC-Tumorsuppressorgens zur Resistenz gegeniiber der SSA-Therapie
(Theodoropoulou et al., 2006; Pagotto et al., 2000).

Hypophysenadenome zeichnen sich durch eine hohere Expression von Proteinkinase C aus;
eine Inhibition von PKC, z.B. durch Hypericin, fiihrt dosisabhéngig zur Apoptose (Kulig et
al., 1999).

Andererseits induziert Caveolin-1 den programmierten Zelltod auf Grund der Blockade von
Signaltransduktion in der Zelle. Dopaminagonisten erhdhen Caveolin-1 Spiegel und fiihren

durch Caspase-8 Aktivierung zum Zelltod (Jiang et al., 2007).

Dysregulation des Zellzyklus, welche in Hypophysenadenomen beschrieben wurde (Musat et
al., 2004), kann ebenfalls eine Storung der Apoptose hervorrufen, z.B. eine zytoplasmatische
Akkumulation von p21, eines G1/S-Phasen Kontrollproteins, verursacht eine Inhibition der
Apoptose und indirekt Resistenz gegen medikamentdse Therapie (Hiyama et al., 2002). Ein
weiteres Protein des G1/S-Kontrollpunktes, p27, kann Apoptose induzieren; SSA erhdhen die
p27-Expression (Hubina et al., 2006). Manche Tumorzellen sind in der Lage, das
zytoplasmatische p27 zu spalten und auf diesem Wege den Zelltod zu verhindern (Musat et

al., 2004). Dieser Mechanismus wurde in Hypophysenadenomen noch nicht erforscht.

Die vorliegende Arbeit ergab eine negative Korrelation der Apoptose und des prdoperativen
IGF-1 Serumspiegels, aber nicht des Wachstumshormon- oder Prolaktin-Spiegels. Laut der
Studien von Colao et al. (2006) stellt der IGF-1-Level nach Behandlung den besten
pradiktiven Wert einer Tumorschrumpfung nach Langzeittherapie mit Somatostatinanaloga
dar. Lucas et al. (2003) stellten fest, dass hohe IGF-1 Werte bei Diagnosestellung, zusammen
mit einer Sinus cavernosus-Infiltration, am besten mit Tumorpersistenz korrelierten. Obwohl
IGF-1 die Wirkung eines Wachstumshormons ausiiben kann, konnte in vitro weder I1GF-1
noch STH eine Stimulation von Zellproliferation hervorrufen (Clausen et al., 2004).
Allerdings zeigen hohe IGF-1 Serumspiegel eine Assoziation mit Entwicklung von malignen
Tumoren, wie Brust-, Prostata-, Bronchial- und colorektalen Carcinomen (Pavelic et al.,
2007). Akromegalie Patienten haben ein erhdhtes Risiko an einem Colonadenom- oder

Carcinom zu erkranken (Asa et al., 1998; Lehnert et al., 2003). 83% der GH-Adenome
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exprimieren IGF-1 und IGF-1-Rezeptor (Beuschlein et al., 2005). Die Signalwege des IGF-1-
Rezeptors umfassen u.a. die Aktivierung der MAP-Kinase, Akt und PI3-Kinase, welche einen
EinfluB auf Proliferation, Zelldifferenzierung, Angiogenese (positiv) und Apoptose (negativ)
haben (Dupont et al.,2003). IGF-1 verhindert die Apoptose in Neuroblastomzellen durch
fehlende Depolarisierung des Potentials der Mitochondrien Membran (Leinninger et al.,
2004); zum anderen wirkt es auch auf dem Todesrezeptorweg der Apoptose: auf Grund der

Akt-Aktivierung inhibiert es die Bindung von Fas und FADD (Rohn et al.,1998).

Unsere Ergebnisse verdeutlichen, dass die Untersuchung der Apoptose allein, auch in
Korrelation zu mehreren klinischen und morphologischen Parametern, keine Aussage tiber die
Prognose oder das Ansprechen auf die medikamentdse Therapie erlaubt.

Zum einen liegt es an zahlreichen Mechanismen der Tumorzellen, die den programmierten
Zelltod, auch wihrend der Behandlung, verhindern; ein Phdnomen, welches auch in vielen
anderen Neoplasien vorkommt (Spurgers et al., 2006). Zum anderen hingt die Wirkung der
Chemotherapeutika von der Proliferationsgeschwindigkeit der Tumoren ab. Zellen in der GO-
Phase sind relativ resistent gegeniiber apoptotischen Stimuli (Zinkel et al., 2006). Da
Somatostatinanaloga die Proliferationsrate senken, verringern sie die Zahl der sich teilenden

Zellen.
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6. Zusammenfassung

Hypophysenadenome kommen héaufig vor, sie werden in 10-25% unselektierter Sektionsfélle
entdeckt und machen etwa 10-15% aller intracranialen Neoplasien aus. Sie wachsen in der
Regel langsam, haben eine niedrige Proliferationsaktivitit (Ki67-Index unter 3%), selten
werden sie grof. Allerdings zeigen sie in 50% der Fille ein invasives Wuchsmuster und
Neigung zu Rezidiven, insbesondere bei groflen, invasiven und unvollstindig resezierten
Tumoren. Die wichtigsten prognostischen Faktoren sind die Radikalitdt des chirurgischen
Eingriffs und das Ansprechen auf die medikamentdse Therapie.

Das biologische Verhalten dieser Tumoren und die Tatsache, dass nur ein Teil der
Akromegalie- Patienten ein Ansprechen auf die Therapie aufweist (50% bei
Somatostatinanaloga- und 30% bei Dopaminagonisten-Behandlung), fiihrte zu
Untersuchungen der Apoptose, als einen moglichen Faktor bei der Tumorgenese, Prognose
oder Wirkmechanismus der nicht-operativen Therapie.

Unsere Studie untersuchte mittels Darstellung der intranukleosomalen DNA (TUNEL-Assay),
die Apoptose in STH-sezernierenden Hypophysenadenomen. Es handelte sich um
transsphenoidal gewonnenes Adenomgewebe von 56 Akromegalie Patienten, welche in den
Jahren 1994 und 1995 in der Neurochirurgischen Klinik der Universitit Hamburg operiert
wurden. In der TUNEL-Reaktion wurden die DNA-Fragmente der z.T. histologisch
erkennbaren apoptotischen Zellen mit einem roten Farbstoff (Fast Red) markiert und konnten
dadurch als eine intranukldere Rotfarbung visualisiert und lichtmikroskopisch dargestellt
werden. Wir stellten fest, dass die Apoptose in STH-sezernierenden Adenomen in nur 36,4%
der Fille vorkam.

Wir untersuchten den programmierten Zelltod im Zusammenhang mit zahlreichen klinischen
und morphologischen Parametern, die wir aus den Krankenakten sowie aus der histologischen
und immunhistochemischen Untersuchung des Adenomgewebes gewannen.

Wir entdeckten erstmalig einen inversen Zusammenhang zwischen hohen préoperativen
IGF-1 Serumspiegel und dem Apoptoseindex.

Allerdings konnten wir keine signifikante Korrelation des Apoptoseindex oder der
Farbeintensitit der TUNEL-Reaktion zum Adenomtyp, Tumorgrofle, Invasionsverhalten,
Geschlecht, Alter der Patienten oder Radikalitdt der Operation feststellen. Ebenfalls fand sich
in unserem Kollektiv kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den mit

Somatostatinanaloga behandelten (42 Patienten) und unbehandelten STH-Adenomen
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( 4 Patienten), obwohl Einzelfdlle (8 Fille; 13,75%) eine deutliche Steigerung des ALI, auf
10 und mehr Prozent, aufwiesen.

Unsere Arbeit belegte eine Korrelation des Apoptoseindex (ALI 20%), und der Dauer der
Behandlung mit Dopaminagonisten (12, 33 und 46 Monate), jedoch nicht mit der
Bromcriptin-Kumulativdosis.

Die vorliegende Arbeit verdeutlicht, dass die Untersuchung von Apoptose als einen
unabhingigen Faktor in STH-sezernierenden Hypophysenadenomen keinen préadiktiven Wert
auf das Therapieansprechen oder Tumorprogression darstellt.

In klinischen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen hohen IGF-1 Serumspiegel und
Tumorpersistenz beschrieben: nach unseren Ergebnissen kann dieser Korrelation u.a. eine
Hemmung der Apoptose zu Grunde liegen.

In unserem Kollektiv zeigten 20% der medikamentds vorbehandelten Adenome auf 10 und
mehr Prozent erhhte Adenomindizes, die gesamt nicht statistisch signifikant waren. Weitere
Untersuchung dieser Tumoren, besonders im Hinblick auf Gen- oder Proteinverdanderungen,
konnte mehr Informationen tiber die Ursachen bieten.

Vielversprechend erscheinen die neuen Arbeiten iiber Hypophysenadenome, die DNA oder

microRNAs mittels Microarrays untersuchen.
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