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Zusammenfassung

Es gibt eine hohe Pravalenz fir Testikulare adrenale Resttumore (TART) bei
mannlichen Patienten, die an einem Adrenogenitalen Syndrom (AGS) erkrankt
sind. Bislang wurden Uberwiegend bildgebende Verfahren benutzt, diese Tumore
zu charakterisieren.

Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei den TARTs um aberrantes
Nebennierengewebe handelt und die Tumore in vielen Féllen sensibel auf eine
Therapie mit Glukokortikoiden reagieren, stellen wir die Hypothese auf, dass die
Zellen der TARTs den Melanocortin-2-Rezeptor exprimieren, so wie es von
gewohnlichem Nebennierenrindengewebe bekannt ist.

Mittels dieser Hypothese war es nun das Ziel der Arbeit, TARTs
immunhistochemisch von Leydigzellhyperplasien (LZH) zu differenzieren, was in
der Klinik far die betroffenen Patienten von erheblicher Relevanz ist.

Zu diesem Zwecke wurde die Expression der Melanocortin-Rezeptoren 1 bis 5
sowie des Cortisol-Rezeptors auf Nebennieren, TARTs sowie LZH mittels der
Labelled StreptAvidin-Biotin-Peroxidase-Methode untersucht.

Es zeigten sich positive Farbungen flr die Melanocortin-2-Rezeptor-Antikérper auf
den Nebennieren sowie den TARTs, aber negative Resultate auf den LZH.
Interessanterweise fand sich der Melanocortin-4-Rezeptor Antikdrper lediglich auf
den Nebennieren und erbrachte negative Resultate im Bereich der TARTs und
LZH. Die Farbungen mittels Cortisol Antikérper waren ungliicklicherweise ubiquitar
unspezifisch und zur weiteren Differenzierung nicht zu gebrauchen.

Daraus schlieBen wir, dass zuklnftig mittels immunhistochemischer Methoden die
Differenzierung zwischen LZH und TART gelingen kann und sich die Manner
gegebenenfalls infertalisierenden operativen MaBnahmen entziehen kénnen.

Die Ergebnisse der Melanocortin-4-Rezeptor Expression sind interessant und
sollten sich weiteren Studien unterziehen.

Weiterfihrend wird im Rahmen der Arbeit auch eine typische Komplikation des
AGS fir weibliche Patientinnen beschrieben. Deren Fertilitatsrate ist gemeinhin als
niedrig bekannt, und wir beschreiben den Fall einer Patientin mit einem Compound
heterozygoten 21-Hydroxylase Mangel sowie einem zudem bestehenden Morbus
Basedow, die nach erfolgreicher medikamentdser endokrinologischer Intervention

auf nattrlichem Wege schwanger werden konnte.
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1. Einleitung

1.1 Entwicklung der Nebenniere

Die Nebenniere ist ein zur Aufrechterhaltung lebenswichtiger Funktionen
unverzichtbares endokrinologisches Organ. Die Nebennieren sind paarig
angelegt und finden sich beidseits am kranialen Pol der Nieren. Die Arteriae
suprarenales superior, media und inferior sichern die arterielle Durchblutung
des Organs.

Die Nebennieren gliedern sich in Mark und Rinde. Zunéachst entwickelt sich in
der Embryonalperiode die Rinde. Sie geht aus einer Verdickung des
Zoblomepithels in  Nachbarschaft der Gonadenanlagen hervor. Die
Nebennierenrinde ist in drei Schichten gegliedert: auBen findet sich die Kapsel,
nach innen hin folgen die Zona glomerulosa, die Zona fasciculata sowie die
Zona reticularis.

In der Zona glomerulosa werden hauptsachlich Mineralokortikoide gebildet, mit
dem Aldosteron als Hauptvertreter, welche den Salz- und Wasserhaushalt des
Kérpers maBgeblich regulieren. Im Bereich der Zona fasciculata findet die
Bildung der Glukokortikoide statt, in der inneren Zona reticularis die Bildung von
Geschlechtshormonen bzw. deren Vorlaufer.

Die Funktionen der Nebenniere sind vielféltig, so dass es angepasst an die
Beanspruchung auch zu einer Veranderung der Schichtendicken kommt. So
zum Beispiel ist die fetale Nebennierenrinde am Breitesten. Postnatal kommt es
zu einer Rindeninvolution, die Zona fasciculata ist bis zur Pubertat
anschlieBend am Breitesten (1).

Das Mark bildet den zentralen Teil der Nebenniere. Es entwickelt sich aus dem
Neuroektoderm. Die chromaffinen Zellen bilden Adrenalin und Noradrenalin und
sind ein Teil des sympathischen Nervensystems (1)

Nebennieren und Gonaden entwickeln sich in enger Nachbarschaft zueinander.
Kommt es zu einer unvollstandigen Teilung dieser Gewebe, welche etwa in der
achten Schwangerschaftswoche vollzogen wird, so kann es dazu kommen,
dass im Rahmen der mannlichen genitalen Entwicklung
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Nebennierenrindengewebe mit den Leydigzellen kaudalwarts wandert (2).
Dieser Umstand ist firr diese Arbeit von zentraler Bedeutung.

Die Funktion der Nebennierenrinde wird Uber zwei Regelkreise gesteuert. Zum
einen Uber die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrindenachse. Hier
stimuliert das hypothalamisch synthetisierte Corticotropin-releasing hormone
(CRH) die Bildung des Adrenocorticotropen Hormons (ACTH) im
Hypophysenvorderlappen. Das ACTH stimuliert die Steroidbiosynthese in der
Nebennierenrinde, wobei die Glukokortikoide Uber eine negative
Feedbackschleife die CRH- bzw. ACTH-Sekretion supprimieren (3). Die
Rezeptoren, an denen das ACTH bindet sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren.
Vor allem die Synthese von Mineralokortikoiden ist fur die Einbettung der
Nebenniere in das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) von groBer
Bedeutung. Renin prozessiert als renal sezernierte Peptidase aus dem
hepatisch synthetisierten Angiotensinogen das Angiotensin |. AnschlieBend
werden durch das Angiotensin-Converting-Enzyme zwei weitere Aminosauren
abgespalten, so dass das Angiotensin Il entsteht. Dieses Hormon stimuliert
nach Bindung an seinen Typ 1 Rezeptor (AT1R) in der Zona glomerulosa die
Synthese von Corticosteron und Aldosteron. Auch hier existiert ein negativer
Feedback-Mechanismus: dber die Natriumretention und die in der Folge
entstehende Hypervolamie wird eine weitere Reninfreisetzung aus dem
juxtaglomerularen Apparat der Niere blockiert (3).

Die Synthese der Androgene in der Zona reticularis erfolgt ebenfalls in
Abhangigkeit von ACTH. Allerdings besteht hier kein negativer
Feedbackmechanismus wie bei den anderen beiden Pfaden beschrieben. In
Bezug auf die Androgene erfolgt die weiterflhrende Modulation Uber die

Gonadotropine (4).

1.2 Das Adrenogenitale Syndrom

Beim Adrenogenitalen Syndrom (AGS) handelt es sich um eine autosomal-
rezessiv vererbte Stérung der Biosynthese von Cortisol in der
Nebennierenrinde, die ihren Ursprung in verschiedenen Enzym- und
Coenzymdefekten hat.

Mit Gber 90% ist die haufigste Ursache fur ein AGS ein 21-Hydroxylase-Defekt.
Dieser Enzymdefekt wurde 1963 von Bongiovanni et al. ausfihrlich beschrieben
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(5). Der zweithaufigste angeborene Enzymdefekt der Nebennierenrinde ist mit
etwa 5 % der 11B-Hydroxylase-Defekt. Die biochemische Beschreibung erfolgte
im Jahr 1956 (6). Seltenere Stdérungen wie der 3B-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase-Mangel bilden die Ausnahme. Biochemisch charakterisiert
wurde er im Jahre 1962 (7). Die verminderte 17a-Hydroxylierung infolge des
17a-Hydroxylase Mangels wurde 1966 beschrieben und ist sehr selten (8).

Die Cytochrom-P450-Oxidoreduktase bedient verschiedene Enzyme der
Steroidbiosynthese mit Elektronen von NADPH. Ein Mangel der Oxidoreduktase
fihrt zu heterogenen Krankheitsbildern. Eine ausfihrliche Beschreibung dessen
wurde 2006 veroéffentlicht (9).

Den verschiedenen Formen des AGS ist gemeinsam, dass durch eine
Einschrdankung der Enzymaktivitdt in der Nebennierenrinde oder bei der
Bereitstellung von Cortisol zu wenig Glukokortikoid entsteht. Der Mangel an
glukokortikoiden Steroidhormonen resultiert in einer Enthemmung der ACTH-
Sekretion, welche ihrerseits zur Stimulation der Hormonsynthese in der
Nebennierenrinde und somit zur Akkumulation (bzw. beim 17a-
Hydroxylasedefekt zur ausbleibenden Bildung) der gonadal wirksamen
Steroidvorstufen vor dem Block sowie zum Ausweichen der Steroidogenese in
andere Synthesepfade fuhrt. Die Dauerstimulation durch ACTH hat auBBerdem
eine Hyperplasie der Nebennierenrinde zur Folge, die englische Bezeichnung
fur diese Krankheit ist deshalb Congenital adrenal hyperplasia (CAH) (10).

In Abhangigkeit von Art und Ausmal3 der Enzymstdrung, unterscheidet man
AGS-Formen mit oder ohne Salzverlust, Formen mit Hyperandrogenamie oder
Hypogonadismus bzw. Formen mit oder ohne Mineralokortikoidexzess-
Hypertonie. Zur Entwicklung klinisch relevanter Virilisierungserscheinungen
kénnen der 21-Hydroxylase-, der 118-Hydroxylase- und der 38-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase-Defekt fuhren (11), zur Mineralokortikoidexze3-Hypertonie der
11B-Hydroxylase- und der 17a-Hydroxylase-Defekt. Die lebensgeféhrlichen
Salzverlust-Krisen werden durch bestimmte Formen des 21-Hydroxylase- und
des 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Defektes verursacht.

In der Folge des Enzymmangels z.B. beim 21-Hydroxylasedefekt treten
vermehrt Vorstufen auf, die Gber andere Stoffwechselwege weiter metabolisiert
werden kénnen, und so flhren Uberproduzierte Androgene zur Virilisierung der

weiblichen Genitalorgane und zu einem UbermaBig frihen sowie schnellen
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Langenwachstum mit allerdings vorzeitigem Schluss der Epiphysenfugen, so
dass daraus im Erwachsenenalter bei unbehandelten Patienten ein

vermindertes Langenwachstum resultiert.

CHOLESTEROL

Cholesterol
Desmolase (CYP11A] - R
17a-Hydroxylose(CYP17) 17,20-Lypse(CYP17)
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Abb. 1: Steroidbiosynthese

Biochemie/Physiologie

In der Nebennierenrinde ist Cholesterol die Ausgangssubstanz fur alle
Kortikosteroide. Die obenstehende Abbildung 1 zeigt schematisch die Schritte
der Hormonbiosynthese.

Die Cholesterol-Desmolase katalysiert den Schritt vom C27-Kérper Cholesterol
zum Pregnenolon, einem C21-Steroid.

In der Zona glomerulosa, in der die Mineralokortikoide produziert werden,
wandelt die 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase das Pregnenolon zu
Progesteron um. Die CYP21- und P450-Oxidoreduktase-abhdngige 21-
Hydroxylierung macht aus Progesteron 11-Desoxycorticosteron. Durch das
Enzym 11B-Hydroxylase (Aldosteronsynthase, CYP11B2) entsteht dann
zunachst Corticosteron, weiter durch 18-Hydroxylierung 18-
Hydroxycorticosteron und durch Oxidierung schlieBlich Aldosteron.



Die Produktion von Cortisol erfolgt durch die CYP17- und P450-
Oxidoreduktase-abhangige 17a-Hydroxylierung aus Pregnenolon zu 17-
Hydroxypregnenolon und dann dber die 3B8-Hydroxysteroid-Dehydrogenase zu
17-Hydroxyprogesteron und  schlieBlich  11-Desoxycortisol bzw. 21-
Desoxycortisol zu Cortisol. Dieser Syntheseweg wird hauptsachlich in der Zona
fasciculata bestritten.

In der Zona reticularis findet ebenfalls eine 17a-Hydroxylierung statt. In dieser
Zone wird allerdings auch unter Vermittlung der 17a-Hydroxylase zusammen
mit dem Cytochrom b5 eine 17,20-Lyase-Aktivitat entfaltet, die aus 17-
Hydroxypregnenolon dann das Dihydroepiandrosteron (DHEA) entstehen |asst.
Dieses Steroid kann als Substrat der 33-Hydroxysteroid-Dehydrogenase dienen
und weiter zu Androstenion metabolisiert und dann beispielsweise in den
Gonaden weiter mit der 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase zu Testosteron
reduziert oder peripher zu Estron aromatisiert werden.

Pathophysiologie

Die Folgen aus den entsprechenden Enzymdefekten beim AGS sind
verminderte Spiegel der lebensnotwendigen Hormone Cortisol und Aldosteron,
aber gleichzeitig ein vermehrtes Vorkommen der entsprechenden Vorstufen.
Vor allem resultiert aus dieser Uberproduktion der Vorstufen z.B. beim 21-
Hydroxylase Mangel eine vermehrte Synthese von Androgenen. Das flhrt bei
den betroffenen weiblichen Patienten zu Virilisierungserscheinungen, die einer
weiteren Therapie bedirfen. Das Resultat aus dem chronisch erh6hten ACTH
Spiegel als einem Wachstumsfaktor fir die Nebennierenrinde ist eine
Hyperplasie selbiger. Jaresch et al. wiesen bei AGS-Patienten eine
durchschnittliche Flache der Nebenniere von mehr als 500 mm? nach, wihrend
die Flache bei gesunden Patienten weniger als 300 mm? betragt (10). Fallt also
bei einem Patienten wahrend einer Bildgebung zufallig eine Raumforderung in
der Nebenniere auf, so sollten sich stets Untersuchungen im Hinblick auf das
AGS anschlieBen, da Nebennierentumore bei homozygoten AGS-Patienten bei
einer GréBe von mehr als 5 mm mit einer Wahrscheinlichkeit von 82 %
auftreten, wahrend dies bei der Normalbevdlkerung nur zu 0,6% der Fall ist
(12).

Die Diagnose eines AGS mittels Bildgebung oder serologischer Parameter

wurde in vielen Studien kontrovers diskutiert. Beuschlein et al. zeigten in ihren
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molekularbiologische Untersuchungen mittels Nebennierentumoren, dass
Mutationen innerhalb des CYP 21 Gens, dem Locus der 21-Hydroxylase, nicht
grundsatzlich onkogen sind und die Ausbildung von Nebennierentumoren zur
Folge haben. Die von ihnen untersuchte Population zeigte keine einheitlichen
Mutationen (13).

1.2.1 Enzymdefekie
Der 21-Hydroxylase-Defekt

In 95% der Falle findet sich bei Patienten mit einem AGS ein 21-Hydroxylase
Defekt. Die Konversion von Progesteron zu 11-Desoxycorticosteron und von
17-Hydroxyprogesteron zu 11-Desoxycortisol bzw. 21-Desoxycortisol zu
Cortisol ist nicht mehr oder nur noch eingeschrankt méglich. Charakteristischer
Weise resultieren bei allen Patienten mit dieser Form des AGS erhéhte basale
Blutspiegel von 17-Hydroxyprogesteron und 21-Desoxycortisol. Nicht
Ubersehen werden darf die Tatsache, dass sich erhdhte Werte an 17-
Hydroxyprogesteron auch bei Patienten mit 118-Hydroxylase-Defekt finden, es
in diesem Fall aber von essentieller Bedeutung ist, diese Konstellation nicht zu
Ubersehen, da erhohte Blutdruckwerte bei diesem Enzymmangel -einer
dringenden Behandlung bedlrfen. Beim ACTH-Stimulationstest bleibt bei den
homozygot erkrankten Patienten meist ein adaquater Anstieg von Cortisol aus.
Erhdht sind bei der klassischen Form des Weiteren auch 17-
Hydroxyprogesteron und Androstenion im Plasma. Der klinische Alltag zeigt,
dass es haufig zu UberschieBendem Anstieg der Hormone bzw. sogar
paradoxen Reaktionen kommt, gerade auch bei den heterozygot erkrankten
Patienten.

Man unterscheidet zwei klassische Formen, die Simple-virilizing Form und die
salt-wasting Form von einer nicht-klassischen oder late-onset Form.

Simple-virilizing Form des 21-Hydroxylase Mangels

Bei dieser Form des 21 Hydroxylase-Mangels kommt es zu einer
UberschieBenden Bildung von Androgenen, die eine Virilisierung der weiblichen
auBeren Genitalorgane mit sich bringen. Je nach Schweregrad der Auspragung
reichen die Veranderungen von einer einfachen VergréBerung der Labien bis

hin zur Ausbildung eines Penis mit Umformung der Labien zu einem leeren
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Scrotum. Anhand eines Schemas nach Prader aus dem Jahr 1954 lassen sich
normale und abnormale Entwicklung der auBeren Genitale unterscheiden und
in funf verschiedene Grade einteilen (14). Die inneren Genitale entwickeln sich
artgerecht und bleiben unbeeinflusst, da sie androgenunabhangig wachsen. Bei
mannlichen Betroffenen &uBern sich die Symptome lediglich mitunter in einem
vergréBerten Penis und hyperpigmentiertem auBeren Genitale. Die Ursache
hierfir ist, dass bei der Bildung von ACTH aus dem Vorlauferpeptid
Proopiomelanocortin (POMC) gleichermal3en auch Alpha-
Melanocytenstimulierendes Hormon (a—MSH) freigesetzt wird, welches (ber
den Melanocortin-Rezeptor 1 die Pigmentierung der Haut beeinflusst.

Die Mineralokortikoidbiosynthese ist aufgrund einer gewissen Restaktivitat des
Enzyms nicht beeintrachtigt.

Diese unkomplizierte Form tritt in etwa 25% der Falle mit 21-
Hydroxylasemangel auf.

Salt-wasting Form des 21-Hydroxylase Mangels

Dreimal so haufig findet sich die Form mit Salzverlustsyndrom. Hier kommt es
aufgrund der mangelnden Aldosteronsynthese sowie der Uberschie3enden
Bildung des Vorlaufersteroids Progesteron, welches eine gestagene und
antimineralokortikoide Wirkung aufweist, zu fehlender Natriumrlckresorption in
der Niere und in Folge dessen zu einem hypovolamen Zustand. Neben
vermindertem Appetit, Erbrechen und lethargischen Zustdnden bei den
Neugeborenen droht eine Nebenniereninsuffizienz. Die Patienten préasentieren
sich binnen der ersten vier Lebenswochen, aber selten vor dem 7. Lebenstag,
mit Hyponatriamie, Hyperkalidmie und Hyperrenindmie. Problematisch ist
besonders die Konstellation, wenn ein mannliches Neugeborenes betroffen ist,
welches ja nicht immer durch verdnderte &uBere Genitale aufféllt. Die
Salzverlustkrise ist in diesen Fallen die Erstmanifestation des AGS (15). Daher
hat sich im Rahmen des Neugeborenenscreenings die Testung auf ein AGS
etabliert, hier wird das 17-a-Hydroxyprogsteron im Serum bestimmt.

Postnatal fiihren die erhdhten Androgenspiegel zu einem schnellen
Langenwachstum im Kindesalter, allerdings mit verfrihtem

Epiphysenfugenschluss, so dass daraus letztlich eine verminderte Endgrdf3e
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resultiert (16). Zudem kommt es bei Frauen infolge des Androgenlberschusses
zu Akne, Hirsutismus und ovarieller Fehlfunktion. Bei Jungen aufBert sich der
Uberschuss in einem schnellen Peniswachstum ohne dass der Hoden mit
wachst. Im Hinblick auf die Reproduktion der betroffenen Patienten kommt es
bei Frauen zu einer spaten Menarche (17) und zu einem klinischen Bild, das
dem der polycystischen Ovarien (PCO) ahnelt, mit multiplen ovariellen Zysten,
anovulatorischen Zyklen, unregelmafigen Blutungen und den oben genannten
Symptomen einer Hyperandrogenamie (18).

Die Ursache flir den 21-Hydroxylase Defekt liegt in einem veréanderten Gen,
welches fir das Enzym codiert. So findet sich das Gen CYP21A2 im Human
leucocyte antigen (HLA) major histocompatibility complex auf Chromosom 6.
Mehr als 90% der AGS-Falle resultieren aus einer intergenetischen
Rekombination zwischen dem Gen CYP21 und dem benachbarten CYP21 P

Pseudogen.

Nicht-klassische/ late-onset Form

Bei dieser Form handelt es sich um eine allelische Variante des 21-
Hydroxylase-Gens. Es ist allerdings bekannt, das diese auch als late-onset-
AGS bezeichneten Formen auch bei den beiden anderen genannten
Enzymdefekten auftreten kdnnen. Hierbei kommt es zu einer weniger starken
Hyperandrogenamie, die bei Frauen zu den bereits oben genannten
Symptomen der spaten Menarche, sekundarer Amenorrhoe, Hirsutismus und
PCO-&hnlichen Symptomen fihren kann. Eine typische Anamnese einer
betroffenen Frau enthédlt die Angabe, das sie geh&uft unter orthostatischer
Dysregulation leidet.

Bei Mannern kann diese Form zu einer Oligospermie flhren.

Die betroffenen Patienten fallen unter Umstédnden erst im ACTH-Test durch
einen UberschieBenden Anstieg von Vorlaufersteroiden auf.

Der 11B-Hydroxylase Defekt

Dieser Defekt findet sich in 5% aller AGS-Falle mit einer geschétzten Inzidenz
von 1:250.000 (19). Durch den Defekt der 11B-Hydroxylase sind die
Biosynthesewege vom 11-Desoxycorticosteron zum Corticosteron und 17-
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Hydroxyprogesteron zum 21-Desoxycortisol bzw. vom 11-Desoxycortisol zum
Cortisol betroffen.

Auch die Androgene finden sich bei dieser Auspragungsform vermehrt, hier vor
allen Dingen das Androstenion.

In der menschlichen Nebennierenrinde existieren zwei Isoenzyme der 11-8-
Hydroxylase, die durch zwei verschiedene Gene codiert werden und sich auf
dem langen Arm von Chromosom 8 finden (20) (21). Das Gen CYP11B1 codiert
fur die 11-B-Hydroxylase (Typ 1,P450c11) und ist in der Zona fasciculata stark
exprimiert, wahrend das Gen CYP711B2 fir die Aldosteron-Synthase (Typ
2,P450c11Aldo) fast ausschlieBlich in der Zona glomerulosa exprimiert wird
(22). ACTH reguliert die Expression des Typ 1 Enzyms, und somit die
Cortisolsynthese (23). Die Aldosteron-Synthase ist hauptsachlich abhéangig von
den Kaliumkonzentrationen und den Blutspiegeln von Angiotensin-Il und ist
somit in das RAAS eingebunden (24).

Die klinische Auspragung der Symptome richtet sich auch hier wieder nach der
Schwere des Defektes. In der klassischen Form des Enzymdefektes finden sich
die gleichen Virilisierungserscheinungen wie bei dem Defekt der 21-
Hydroxylase. Zudem kommt in 2/3 der Falle ein erhdhter Blutdruck vor (19).
Dieser wird durch erhéhte Plasmaspiegel des mineralokortikoid wirksamen
Aldosteronvorlaufers 11-Desoxycorticosteron und seine Metabolite verursacht.
In der nicht klassischen Auspragung des Defektes findet keine Virilisierung
statt, der Blutdruck ist nicht notwendigerweise aufféllig erhdht, so dass die
Krankheit erst in der Pubertét durch Androgenexzesse auffallig werden kann.
Diagnostizieren lasst sich diese Variante zum einen Uber erhéhte Blutspiegel an
11-Desoxycorticosteron bzw. 11-Desoxycortisol oder deren hepatischen bzw.
renalen Metabolite, wie z.B. Tetrahydro-11-Desoxycortisol (19) (25). Aldosteron
ist bei schweren Formen erniedrigt, allerdings nicht aufgrund des
Enzymmangels, denn die 118-Hydroxylase Typ 2 kann 11-Desoxycortisol
metabolisieren, sondern aufgrund des erhdéhten 11-Desoxycorticosterons mit
konsekutiver Mineralokortikoidhypertonie und supprimiertem Renin.

Der 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Defekt

Dieses Enzym findet sich im Gegensatz zu den beiden Erstgenannten nicht nur
in der Nebennierenrinde, sondern zusaizlich auch in den Gonaden. Es
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katalysiert die Umwandlung von Pregnenolon in Progesteron in der Zona
glomerulosa, von 17-Hydroxypregnenolon in 17-Hydroxyprogesteron in der
Zona fasciculata und von Dehydroepiandrostenion in Androstenion in der Zona
reticularis und in den Gonaden. Es resultieren demzufolge niedrige Spiegel von
Cortisol und von Testosteron. Im Gegensatz zu den anderen Enzymdefekten
kommt es hier also nicht zu einem Androgeniberschuss, sondern es resultiert
ein Mangel, welcher eine inkomplette bis fehlende Maskulinisierung mannlicher
Feten zur Folge hat. Weibliche Feten hingegen kénnen mit einer Virilisierung
geboren werden, da die periphere Umwandlung der vielen Vorstufen zu
potenten Androgenen bei ihnen die Entwicklung der Geschlechtsorgane
beeinflusst. Bei den mannlichen Feten bleibt dhnliches wegen des gonadalen
Defektes aus. Allerdings gibt es bei diesem Enzymdefekt eine gro3e Breite an
Variationen der klinischen Manifestation.

Therapieziele

Pranatale Therapie

Wenn begriindeter Verdacht auf das Vorliegen eines AGS besteht, so ist bereits
pranatal ab der 16. Schwangerschaftswoche Uber eine Amniozentese die
Diagnosestellung méglich. Bereits bevor diese Eingriffe Gberhaupt durchgefihrt
werden kénnen, sollte bei den entsprechenden Mittern eine Therapie mit
Dexamethason eingeleitet werden, am besten so frih wie mdglich nach
Feststellung der Schwangerschaft. Allerdings sollte man mit der Einnahme der
Medikamente in den finf Tagen vor der Amniozentese aussetzen, um die
Ergebnisse dessen nicht zu verfélschen. Dexamethason hat eine lange
Halbwertszeit und ist plazentagangig. So wird der Fetus ausreichend mit
Glukokortikoiden versorgt und ACTH-Exzesse mit den entsprechenden
Folgeerscheinungen verhindert.

Postnatale Therapie

Das Ziel der Behandlung der Patienten ist eine adaquate Substitution von
Glukokortikoiden, um Uber die beschriebene Feedback-Schleife die ACTH
Produktion zu unterdriicken und somit einerseits den Wachstumsreiz fiir das

Gewebe auszuschalten und andererseits die Uberproduktion von Androgenen

10



zu stoppen. Um dies zu erreichen, sind meist supraphysiologische Dosen der
Medikamente notig.

Behandelt wird mit Hydrocortison, welches bei geringer Halowertszeit eine hohe
Bioverfugbarkeit aufweist. Es wird verteilt auf 2-3 Tagesdosen, in der jeweiligen
Dosierung angepasst an den menschlichen Sekretionsrhythmus. Die kurze
Halbwertszeit des Medikaments verhindert in den meisten Fallen die
Ausbildung cushingoider Nebenwirkungen, wie beispielsweise einer
Gewichtszunahme, Hypertonie, Striae distensae und Osteoporose.

Nach Abschluss des Langenwachstums kann eine Umstellung auf synthetische
Kortikosteroide mit einer langeren Halbwertszeit erwogen werden.

Wichtig ist es, in Stesssituationen die Anpassung der medikamentésen Dosis
zu bedenken, da die korpereigene Regulation nicht méglich ist. Solche
Situationen sind zum Beispiel Fieber im Rahmen einer Infektion oder eine
Anasthesie des Patienten. Betroffene Patienten sollten immer einen Pass mit
eingetragener Medikation mit sich fihren. Weiterfihrend soll an dieser Stelle
auf die Homepage der Deutschen Gesellschaft flir Endokrinologie verwiesen
werden (www.endokrinologie.net)

Des Weiteren ist ein gut eingestellter Blutdruck das Ziel.

Je nach Krankheitsbild ist auch eine Substitution von Elektrolyten bzw.
Mineralokortikoiden nétig. Hier kdénnen Fludrocortison und Natriumchlorid
zusatzlich zu Glukokortikosteroiden verabreicht werden. Mdglicherweise ist
Fludrocortison auch hilfreich bei der Behandlung der Simple-Virilizing Form, da
es die adrenocorticale Suppression unterstitzen kann und so gegebenenfalls
geringere medikamentdse Mengen von Cortison notwendig waren. Es fihrt zu
verminderten Plasmaspiegeln von Renin und ACTH.

Die Behandlung der nicht-klassischen Formen ist nur nétig, falls der Patient
klinisch symptomatisch wird bzw. um bei Mannern die Fertilitdt zu verbessern
(26).

Operative Korrekturen bei virilisierten duBeren Genitalen kénnen in Erwagung
gezogen werden. Bei Festlegung des Zeitpunkies sollte die psychische
Entwicklung des Kindes nicht au3er Acht gelassen werden.

Wichtig ist das permanente Monitoring der Patienten. Die entsprechenden
Hormonspiegel im Serum sollten bestimmt werden. AuBerdem soll bei Kindern
in regelmaBigen Abstédnden eine Bildgebung der Hand erfolgen, um das
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Knochenalter festzustellen. Nach den Ergebnissen sollte dann ggf. eine

Therapieoptimierung erfolgen.

1.2.2 Komplikation beim Mann,

Der Testikulare adrenale Resttumor

Testikulare adrenale Resttumore (TART) wurden erstmal im Jahre 1940 von
Wilkins et al. bei Patienten, die unter einem AGS litten, beschrieben (27). Sie
bestehen aus aberrantem Nebennierenrindengewebe, welches wahrend der
Embryogenese mit den Gonaden kaudalwarts wandert. Diese Mdglichkeit ergibt
sich aus der Tatsache, dass sich Nebennieren und Gonaden in enger
Nachbarschaft zueinander entwickeln und es zu einer unvollstandigen Teilung
dieser Gewebe kommt, dies geschient etwa in der achten
Schwangerschaftswoche (2).

TARTSs sind grundsatzlich benigner Natur, so dass eine operative Entfernung
nicht unbedingt nétig ist. Vielmehr wird versucht, durch Substitution der durch
die entsprechenden Enzymdefekie fehlenden Hormone die hohen ACTH
Plasmaspiegel und damit den Wachstumsreiz zu begrenzen und ein weiteres
Tumorwachstum zu verhindern bzw. gar eine Massereduktion zu erreichen.
Chirurgische Intervention ist dennoch haufig notwendig, da es durch die
rdumliche Ausdehnung des TART-Gewebes zur Verdrdngung des normalen
Hodengewebes, bzw. zum Abdricken der Tubuli seminiferi und einer hieraus
resultierenden Fertilitatstorung kommen kann. Leider hat die Operation nicht
immer den gewlnschten Effekt, da es durch ein lang andauerndes
Vorhandensein des Tumorgewebes im Hoden bereits zu irreparablen Schaden
gekommen sein kann.

Unfruchtbarkeit kann aber des Weiteren auch aus der Tatsache heraus
resultieren, dass die von den Nebennierenrinden und vom Tumor produzierten
Androgene mit den Ruckkopplungsmechanismen der Gonaden interferieren
und die normale LH-/FSH-Sekretion stéren. Wegen der chronischen
Suppression der Gonadotropin-Ausschittung durch die vom Tumor
sezernierten adrenalen Androgene kommt es zu einem hypogonadotropen
Hypogonadismus (28).

Verfugbare Daten geben Anlass zu der Annahme, dass TARTs die haufigste
Ursache fir Infertilitat bei Patienten mit AGS sind (29). Dennoch gibt es in der
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Literatur sehr unterschiedliche Angaben zur Haufigkeit der Unfruchtbarkeit bei
diesen Patienten.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass eine friihe Diagnosestellung des AGS
vorteilhaft ist und der Patient bezlglich seiner Therapie engmaschig Uberwacht
werden sollte. Nur durch eine ausreichende Kontrolle konnen TARTSs rechtzeitig
bemerkt werden. Durch entsprechende Therapieoptionen kann mdglicherweise

die Infertilitatsrate gesenkt werden.

1.2.3 Komplikation bei der Frau,

verminderte Fertilitat
-Ein Fallbericht -

Fertilitatsraten bei Frauen, die an einem AGS leiden, werden allgemeinhin als

niedrig beschrieben. Im Folgenden stellen wir den Fall einer AGS-Patientin mit
einem 21-Hydroxylase-Mangel vor, die zusatzlich an einem Morbus Basedow
leidet und dank optimaler Therapie im Alter von 41 Jahren auf natlrlichem
Wege schwanger werden konnte.

Die Patientin wurde im Jahre 1965 geboren. Im Alter von 15 Jahren erfolgte die
linksseitige Nebennierenexzision aufgrund eines Adenoms. Die Diagnose eines
Adrenogenitalen Syndroms konnte gestellt werden. Es handelt sich hier um
einen 21-Hydroxylase Mangel in der simple virilizing Form. Molekulare
Untersuchungen zeigten drei heterozygote Mutationen auf dem 21-Hydroxylase
Gen CYP21B auf Chromosom 6 zwischen den Exons 1 und 10:
Zunachst eine heterozygote Mutation im Bereich des Intron 2, Nucleotid 656 mit
der Folge eines vollstdndigen Aktivitatsverlustes.

Dann eine heterozygote Mutation im Bereich des Exon 7, Codon 339 mit der
Konsequenz einer um etwa 30-60%igen Restaktivitat des Enzyms.

Zuletzt eine heterozygote Mutation im Bereich des Exon 10, Codon 453,
ebenfalls mit der Folge von wenig Restaktivitat.
Bei drei Mutationen, verteilt auf zwei Allele, ergibt sich eine
Compoundheterozygotie mit Restaktivitat.

Im Jahre 1998 wurde bei der Patientin ein Morbus Basedow aufgrund der sich
manifestierenden  klinischen  Erscheinung sowie der serologischen
Antikérperkonstellation  (Thyreoperoxidase-Antikdrper) diagnostiziert.  Die
Patientin wurde mit thyreostatischer Therapie behandelt (Thiamazol). Nach ein
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paar Monaten in einer euthyreoten Stoffwechsellage wurde die Therapie
terminiert und bis zum heutigen Tage kam es zu keiner Reaktivierung der
thyreoidalen Autonomie. Im Verlauf der Jahre traten hypothyreote
Stoffwechselzustande auf, so dass eine orale Substitution mit Levothyroxin
begonnen wurde. Unter regelmaBiger Kontrolle der serologischen
Hormonkonstellation zeigte sich eine stabile Stoffwechsellage.

Seit dem Jahr 2000 bestand seitens der Patientin ein Kinderwunsch. Die
natirliche Familienplanung erbrachte keinen Erfolg. Drei intrauterine
Inseminationen, durchgefuhrt zwischen 2000 und 2005, blieben ohne positives
Ergebnis.

In den Jahren 2002 sowie 2005 kam es zu einer Schwangerschaft auf
nattrlichem Wege, allerdings endeten selbige unglicklicher Weise im ersten
bzw. dritten Trimenon mit Aborten.

Letztendlich fUhrten die medikamentésen Interventionen seitens der
endokrinologischen Ambulanz des Universitatsklinikums Disseldorf zu einer
erfolgreichen Schwangerschaft im Alter von 41 Jahren. Die Behandlung erfolgte
mit 20 mg Hydrocorticon (verteilt auf drei Tagesdosen mit 10 mg, 5 mg und 5
mg) sowie wechselnden abendlichen Dosen von 0,25 mg und 0,125 mg

Dexamethason.

Die folgende Tabelle 1 zeigt verschiedene Laborparamater aus den Jahren
2001 (vor adaquater Therapie) sowie 2006, kurz bevor die gewilnschte

Schwangerschaft eintrat.

2006 | 2001 | Referenzwert
17a-hydroxyprogesterone (ng/ml) 10,4 350 | <1,0
21-desoxycortisol (ng/ml) 34,8 <15
Aldosterone (pg/ml) 161,0 | 216,0 | 10-160
Androstenion (ng/ml) 1,8 4,7 <2,0
Dehydroepiandrosteron (ng/ml) 2,2 2,2 <10
Dehydroepiandrosteronsulfat (pg/dl) 15,0 | 46,0 | 100-400
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Testosterone (ng/ml) 0,20 | 0,48 | <0,5

Adrenocorticotropes Hormon (pg/ml) 13,2 29,0 |8-50

Renin (pg/ml) 11,0 | 38,0 |3-20

Thyroidea stimulierendes Hormon basal (uU/ml) | 3,31 | 1,8 0,3-3,5

freies Trijodthyronin (ng/dl) 1,01 |0,8-2,0

freies Tyroxin (pg/ml) 2,3 0,5-3,5

Tabelle 1: Laborparameter der Patientin

Der Partner der Patientin willigte in eine genetische Untersuchung ein. Hier
zeigten sich beim Ehepartner keine Mutationen im Hinblick auf das AGS, so
dass flr das Ungeborene keine Gefahr einer Erkrankung bestand. Wahrend der
Schwangerschaft war also keine zusatzliche Dexamethasonsubstitution
notwendig.

Die Patientin wurde weiter mit Hydrocortison und Prednisolon therapiert.
Aufgrund des Alters bestand eine Risikoschwangerschaft. Erfreulicherweise
zeigten weiterfihrende Untersuchungen keine Hinweise auf eine hdéhergradige
Behinderung wie zum Beispiel ein Down-Syndrom.

Im April 2007 konnte die Patientin mittels Sectio cesareae eine gesunde
Tochter zur Welt bringen.

1.3 Melanocortin-Rezeptoren und ihre Bindungsproteine

1.3.1 Allgemeines
Die Melanocortine ACTH, a-MSH, Beta-Melanocyten-stimulierendes Hormon

(B-MSH) und Gamma-Melanocyten-stimulierendes Hormon (y-MSH) entstehen
allesamt durch posttranslationale Modifikation aus dem Vorlauferhormon POMC
(30) (31).

Die untenstehende Abbildung 2 soll dies schematisch zeigen.

An den entsprechende Rezeptoren (ben die Peptide eine Vielzahl
verschiedener Funktionen aus, die die Funktion exokriner Driisen beeinflussen,
antimikrobielle Effekte auslben, autonome Funktionen des Korpers
kontrollieren, die Nahrungsaufnahme beeintrachtigen und auch Fieber sowie
Entzindungsreaktionen werden moduliert. Bei den Rezeptoren, an die die
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Melanocortine binden, handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit
sieben transmembrandren Doménen (32). Alle aktivieren als exirazellulare
Botenstoffe Uber den Rezeptor und ein gekoppeltes G-Protein die intrazellulare
Katalysation von Adenosintrisphosphat (ATP) zu cyclischem
Adenosinmonophosphat (CAMP) und Pyrophosphat.

PROOPIOMELANOCORTIN
\ 2 \ S 1

‘ y-MSH | I ACTH _' I B-lipotropin ‘
" a-MSH | CLIP | ly-Li_pdtropin | | _B-End-or_phin |
(B-MSH |

Abb. 2: Proopiomelanocortin und die posttranslationale Modifikation

1.3.2 Der Melanocortin-1-Rezeptor (MC1R)
Die relative Affinitdt des MC1R gegeniber seinen Liganden ist folgende:
a-MSH 2 ACTH >> y-MSH (33).

Der Rezeptor befindet sich hauptséachlich in den Melanocyten der Haut und

vermittelt die Effekte von a-MSH auf die Pigmentation sowohl der Haut als auch
der Haare (34). Des Weiteren finden sich MC1-Rezeptoren auf Keratinocyten,
Endothelzellen, Gliazellen und auf immunologischen Zellen, wo sie indirekt Gber
eine verminderte Synthese von NF-«kB antipyretische bzw. antiinflammatorische
Effekte besitzen (35) .

1.3.3 Der Melanocortin-2-Rezeptor (MC2R)
Der MC2R ist hauptsachlich in der Nebennierenrinde exprimiert, dort vor allem

in der Zona glomerulosa und in der Zona fasciculata, weniger in der Zona
reticularis und als einziger der Melanocortin-Rezeptoren hochspezifisch fir ein
Melanocortin, fir ACTH.

Das hypophysér sezernierte ACTH beeinflusst Uber diesen Rezeptor die
Bildung und Freisetzung der Steroidhormone (36). Auch im Nebennierenmark
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wurden einzelne verstreute Rezeptoren gefunden, bislang ohne nachgewiesene
Funktion (37).

Es gibt keinerlei Affinitat zu a-, 8- oder y-MSH. Des Weiteren ist der Rezeptor in
menschlichem und murinem Fettgewebe exprimiert. Bei den Mausen wirkt
ACTH lipolytisch, bei den menschlichen Adipozyten konnte kein aquivalenter
Effekt nachgewiesen werden, so dass diese Funktion des Rezeptors dort

bislang ungeklart ist (38).

1.3.4 Der Melanocortin-3-Rezeptor (MC3R)
Hier ist die Affinitdt der Melanocortine wie folgt: y-MSH = ACTH 2= a-MSH.
Gleichzeitig ist es der einzige Rezeptor, zu dem y-MSH eine nennenswerte

Affinitat besitzt (39). Der Rezeptor findet sich hauptséchlich im Hypothalamus,
aber auch in peripheren Geweben wie Darm, Plazenta und Niere (40).

1.3.5 Der Melanocortin-4-Rezeptor (MC4R)
Die Affinitat der Melanocortine zu diesem Rezeptor ist: a-MSH = ACTH >> y-

MSH, damit &hnelt er sehr dem MC1R. Der Rezeptor ist im Gehirn und im
Rickenmark exprimiert, breiter verteilt als der MC2R. Es liegen Daten vor, dass
dieser Rezeptor eine Rolle in unserem Erndhrungsverhalten spielt (41). Er

moduliert des Weiteren autonome und neuroendokrine Funktionen.

1.3.6 Der Melanocortin-5-Rezeptor (MC5R)
Die relative Affinitat der Melanocortine setzt sich hier folgender MafBen
zusammen: a-MSH = ACTH > y-MSH. Der MC5R ist in vielen peripheren

Geweben zu finden, so beispielsweise in der Nebenniere, im Hoden und in
exokrinen Drisen (42) (43). Besonders aufféllig ist die Rezeptorexpression in
den Talgdrisen, so dass sich hier fur die Zukunft M&glichkeiten ergeben
kénnen, bei dermatologischen Krankheitsbildern medikamentdés zu
intervenieren.

Der Nachweis auf B- und T-Lymphozyten lasst eine Funktion in der Regulation

des Immunsystems vermuten.

17



2. Ziele der Arbeit
Eine histologische Differenzierung zwischen TARTs und Leydigzellhyperplasien
(LZH) gilt bei Ahnlichkeit dieser Gewebe als sehr diffizil und hielt in der

Vergangenheit viele Fallstricke bereit.

Das Ziel dieser Arbeit war es nun, Marker zu identifizieren, die eine

histologische Unterscheidung ermdglichen.

Die Hypothese der Experimente war, dass TART-Zellen adrenalen Ursprungs
sind und somit ein &hnliches bis gleiches Expressionsprofil an

Melanocortinrezeptoren aufweisen.

Daraus ergibt sich die Fragestellung, ob es die Farbungen mittels
verschiedener Melanocortin-Rezeptor-Antikdrper mdglich machen, die beiden
Gewebe voneinander zu differenzieren. Parallel dazu sollten zum Vergleich der
Expressionsmuster des urspringlichen und aberranten adrenalen Gewebe
auch normale Nebennieren immunhistochemischer Farbungen unterzogen

werden.
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3. Material und Methoden

Die Ethikkommission der der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-
Universitat DuUsseldorf hatte keine ethischen oder rechtlichen Bedenken.
Aktenzeichen: 3962.

Die Untersuchungen wurden unter Wahrung der Persénlichkeitsreche und im

Einklang mit der Deklaration von Helsinki durchgefihrt.

3.1 Histologisches Gewebe

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene

histologische Gewebe verwendet:

e Es wurde Gewebe von normalen humanen Nebennieren (hNN) (n=19)
untersucht, welches in Zusammenarbeit mit der Universitat Erlangen im
Rahmen einer friiheren Studie asserviert und anonymisiert analysiert wurde
(44).

e Des Weiteren wurden zwei anonymisierte Praparate von LZH in Kooperation
mit dem Institut fir Pathologie der Universitat Dusseldorf zur Verfligung
gestellt. Hierbei handelte es sich um zuféllige Befunde, die im Rahmen einer
histopathologischen Begutachtung zur Untersuchung auf das Vorliegen
einer malignen Erkrankung erhoben wurden.

e AuBerdem wurde das rare Gewebe von zwei Patienten untersucht, die als
Komplikation ihres AGS einen Testikularen Adrenalen Resttumor (TART)
entwickelt hatten und der zur Abklarung eines urologischen Tumors
chirurgisch entfernt wurde. Dieses Gewebe wurde im Rahmen einer
Kooperation mit Dr. Tyriaki, Ankara, Republik Turkei, freundlicherweise zur

Verfligung gestellt.

Einer der beiden genannten Patienten wurde 17-jéhrig vorstellig mit einer seit
einem Monat andauernden beidseitigen testikularen Schwellung. Ein
Adrenogenitales Syndrom mit einem 118-Hydroxylase-Mangel war bei diesem
Patienten bereits in jingster Kindheit diagnostiziert worden, da er klinisch
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apparent wurde. Es erfolgte multiple Bildgebung. Therapeutisch wurde die
Glukokortikoid Therapie modifiziert. Die HodengréBe verringerte sich zwar, aber
aufgrund eintretender Nebenwirkungen konnten die medikamentésen Dosen
nicht weiter gesteigert werden, so dass eine chirurgische Intervention
angestrebt wurde (45).

Der zweite Patient wurde siebenjahrig klinisch auffallig mit schnellem
Koérperwachstum, Akne sowie massiver Behaarung. Die korperliche
Untersuchung zeigte bei groBem Penis eine linksseitige Hodenschwellung.
Serologisch konnte ein AGS aufgrund eines 21a-Hydroxylase-Mangels
festgestellt werden. Nach viermonatiger oraler Medikation trat der gewlnschte
Erfolg nicht ein, so dass man sich auch in diesem Fall zu einer chirurgischen
Intervention entschied (45).

3.2. Angewendete AntikOrper

Antikérper Clon Firma

MC1R (H-60) sc-28990 Kaninchen polyclonal Santa Cruz
MC2R (H-70) sc-13107 Kaninchen polyclonal Santa Cruz
MC3R (H-88) sc-8990 Kaninchen polyclonal Santa Cruz
MC4R (H-60) $C-28992 Kaninchen polyclonal Santa Cruz
MC5R (C-18) SC-7644 Ziege polyclonal Santa Cruz
Cortisol 9301 Maus monoclonal Acris
Chromogranin A DAKA3 Maus monoclonal DAKO

Tabelle 2: Angewendete Antikérper

3.3 Histologie und Immunhistochemie

Alle beschriebenen Préparate wurden in Formalin fixiert und in Paraffin
eingebettet. Es wurden Schnitte mit einer Dicke von 8 um angefertigt, die auf
beschichtete Objekttrager Uberfihrt und Gber Nacht bei 60°C festgebacken

wurden.
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3.3.1 Beschreibung des Farbevorgangs

Danach folgte zunachst die Entparaffinierung der Schnitte. Hierzu wurden die
Schnitte fir zwei mal zehn Minuten in Xylol gewaschen, danach in einer
absteigenden Reihe sich minimierender Ethanolkonzentrationen zweimal eine
Minute in 100% Ethanol (EtOH), danach je eine Minute in 90% EtOH, 70%
EtOH, 50% EtOH und abschlieBend in destilliertem Wasser (Aqua dest.)
rehydriert.

AnschlieBend wurden die Objekttrdger in eine Plastikklvette, geflllt mit
Natrium-Citrat-Puffer (Target Retrival Solution, 1:10 mit Aqua dest. verdinnt),
gestellt und fir 20 Minuten in ein Wasserbad mit einer Temperatur von 95°C
gesetzt. Dieser Schritt fihrt zwar einerseits zur leichten Erhdhung der
Hintergrundfarbung, andererseits aber wird durch die erfolgreiche
Antigendemaskierung eine gleichzeitige Zunahme der spezifischen Farbung bei
vielen AntikGrpern erreicht.

Nun folgte das Abklhlen der Schnitte, wahlweise 20 Minuten bei
Raumtemperatur oder fur 10 Minuten, wenn die Kivette von Crush-Eis
umgeben wird.

Der Natrium-Citrat-Puffer wurde anschlieBend abgeschuttet und dann zwei mal
zwei Minuten mit Aqua dest. herausgewaschen.

Nach diesem Schritt wurden die Schnitte zwei mal zwei Minuten in Phosphate
Buffered Saline (Phosphat-gepufferte  Kochsalzlésung / PBS-Puffer)
gewaschen. Diese sich immer wiederholenden Schritte mit der
Waschpufferlésung tragen erheblich zur Minimierung der Hintergrundfarbung
bei.

Um endogenes Avidin und Biotin abzublocken, welches manchmal zu
Fehldeutungen aufgrund falsch-positiver Farbungen fahrt, wurden die
Objekttrager nun in einer Feuchtkammer liegend jeweils 10 Minuten erst mit
Avidin-Solution und dann mit Biotin-Solution bedeckt.

Danach folgte wieder ein finfminltiges Bad im PBS-Puffer, um anschlieBend
fur 10 Minuten mit einem Peroxidase-Block jegliche Aktivitat der endogenen

Peroxidase zu unterdriicken.
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Im Anschluss daran folgte die Inkubation mit 5% Schweineserum fir 30
Minuten, jeweils 100 ul pro Schnitt zum Blocken des IgG. Man blockt immer mit
dem Serum jeder Tierspezies, aus der der Sekundarantikdrper isoliert wurde

Das Serum wurde abgeschittelt und der Primarantikdrper entsprechend des
Farbeprotokolls aufgetragen. Die Objekttrager werden damit nun wahlweise bei
4°C im Kuihlschrank Uber Nacht oder 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Inkubation Gber Nacht gewahlt.

Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurde der PrimarantikGrper von den
Schnitten entfernt und die Objekttrager wurden fir drei mal drei Minuten in PBS
Puffer gewaschen.

Danach folgte die Auftragung des Sekundarantikérpers, der sich als
biotinylierter Briicken-Antikdrper an den Fc-Teil des Primar-Antikdrpers heftet.
Dieser wurde nach 30 Minuten entfernt, und es folgte ein weiterer
Waschvorgang fur drei mal drei Minuten im PBS Puffer.

Nun wurde jeder Schnitt fir 30 Minuten mit 100 ul LSAB®2 Streptavidin HRP
(Meerettichperoxidase) bedeckt. Dieses Substrat eignet sich zur Markierung
des biotinylierten Link-Antikorpers.

Es folgte erneut ein Waschgang fur drei mal drei Minuten im PBS Puffer.
AnschlieBend wurden die Schnitte fir maximal 10 Minuten mit AEC (3-Amino-9-
Ethylcarbazol) + Substrate inkubiert, einem Chromogen, welches sich um das

Streptavidin herumlegt.

Um eine Uberfarbung der Schnitte zu vermeiden, sollte wéahrend dieser Zeit
fortlaufend mikroskopiert werden.

AnschlieBend wurden die Schnitte flr zwei Minuten in PBS-Puffer und
anschlieBend fir eine Minute in Aqua dest. getaucht.

AbschlieBend erfolgte die Kernfarbung in Hamatoxylin fir etwa 2 Minuten.
Dieser blaue Farbstoff ist basisch und hat daher eine Affinitdt zu den negativ
geladenen S&uren Desoxyribonukleinsaure (DNA) und Ribonukleinsaure (RNA)
und farbt daher Zellkerne blau an.

Nachdem der restliche Objekttrager mit Aqua dest. vom Farbstoff befreit und
getrocknet worden ist, kénnen die Schnitte mittels Faramount, einem
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gebrauchsfertigen Eindeckmedium, und den entsprechenden Deckglasern
fixiert werden.

3.3.2 Verdinnung der Antikdrper

Entsprechend den Datenblattern der in 2. angegebenen Antikdrper wurden
zunachst die verschiedenen Verdinnungsstufen getestet. Gefarbt wurde jeweils
an humanen normalen Nebennieren in den Konzentrationen 1:50, 1:100, 1:200
und 1:400.

Verdinnt wurde jeweils mit PBS-Puffer.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Farbungen wurde entschieden, mit welchen

Konzentrationen weiter geférbt wird.

3.3.3 Negativkontrollen

Far jeden Antikérper und alle Gewebe wurde in verschiedenen Farbevorgéangen
zur Kontrolle einmal die Inkubation mit dem Primarantikérper und einmal die

Inkubation mit dem Sekundarantikérper durch PBS-Puffer ersetzt.
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4. Ergebnisse

Als optimale Verdiinnungsstufen fur die verschiedenen Antikdrper zeigten sich

die folgenden Resultate.

Antikérper Verdiinnung
MC1R (H-60) 1:100
MC2R (H-70) 1:50
MC3R (H-88) 1:50
MC4R (H-60) 1:50
MC5R (C-18) 1:50
Cortisol 1:100
Chromogranin A 1:200

Tabelle 3: Optimale Antikdrperverdiinnungen

Die immunhistochemischen Farbungen ergaben die folgenden Ergebnisse:

Die Farbungen mit dem MC1R Antikérper erbrachten schwach positive
Ergebnisse im Bereich der hNN. Weder die LZH noch die TARTs zeigten
positive Zellverbande.

Die Farbungen mit dem ACTH Rezeptor Antikérper ergaben klar positive
Farbungen auf den hNN sowie den TARTS, allerdings negative Ergebnisse auf
den LZH.

Die Farbungen mit dem MC3R Antikdrper zeigten keine Reaktionen im Bereich
der Zellverbande der LZH und TARTSs, aber schwach positive Farbungen im
Bereich der hNN.

Far den MC4R Antikérper zeigten sich klar positive Farbungen auf den hNN
sowie negative Ergebnisse im Bereich der TARTs und LZH.

Der MC5R war im Bereich der hNN deutlich nachweisbar, auf den beiden
anderen Geweben zeigten sich schwach positive Farbungen.

Die Farbungen mit den Cortisol Antikdrper erwiesen sich bei unspezifischen

Hintergrundfarbungen als unbrauchbar in allen verwendeten Geweben.
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Im Folgenden sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen
tabellarisch dargestellt:
— symbolisiert eine negative Farbung, der Zellverband zeigt keine
Reaktion
+ symbolisiert eine schwach positive Farbung bzw. die Farbung einzelner
Zellen (< 10%)
++ symbolisiert eine klar positive Farbung bzw. die Farbung der

Uberwiegenden Mehrzahl von Zellen

Gewebe MC1R MC2R MC3R MC4R MC5R Cortisol

Humane + ++ + ++ ++ unbrauchbar
normale
Nebennieren

Leydigzell- — — — — + unbrauchbar
Hyperplasie

Testikularer — ++ — — + unbrauchbar
adrenaler
Resttumor

Tabelle 4: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen

Abb. 3

Testikularer adrenaler
Resttumor

Positive Farbung
MC2R (H70) Antikérper
Verdinnung: 1:50
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Abb. 4

Humane normale Nebenniere
Positive Farbung

MC2R (H70) Antikérper
Verdinnung: 1:50

Abb. 5
Leydigzellhyperplasie
Hamatoxylin-Eosin Farbung

Abb. 6
Leydigzellhyperplasie
Negative Farbung
MC2R (H70) Antikbrper
Verdinnung 1:50
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Abb. 7

Humane normale Nebenniere
Positive Reaktion auf
Chromogranin A Antikérper
im Mark

Negativkontrolle fur die
Nebennierenrinde
Verdiinnung 1:200

Abb. 8

Humane normale Nebenniere
Positive Zellfarbung

MC4 Rezeptor Antikdrper
Verdiinnung 1:50

Abb. 9

Humane normale Nebenniere
Klar positive Zellfarbung

MC5 Rezeptor Antikdrper
Verdlnnung 1:50
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Abb. 10
Leydigzellhyperplasie
Schwach positive Zellfarbung
MC5 Rezeptor Antikorper
Verdinnung 1:50

Abb. 11

Testikularer adrenaler
Resttumor

Schwach positive Zellfarbung
MCS5 Rezeptor Antikdrper
Verdinnung 1:50
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5. Diskussion

Bei Patienten mit einem AGS liegen TARTs mit einer Pravalenz von bis zu 94%
vor. Fir die Genese dieser Tumore bzw. den Ursprung der TART-Zellen
existieren verschiedene Hypothesen. Eine mdgliche Erklarung fir einen
adrenalen Ursprung ist die Tatsache, dass die aus dem Glukokortikoidmangel
beim AGS resultierenden hohen Plasmaspiegel von beispielsweise ACTH als
Wachstumsfaktor fir die Tumore dient. Weiter hinweisend fir diese Tatsache
ist, dass diese Tumore auch bei anderen Krankheitsbildern mit pathologisch
erhéhten ACTH-Werten auftreten. Beim Morbus Addison, einer in den meisten
Fallen auf einer Autoimmunadrenalitis mit Auto-Antikérpern gegen 17a-
Hydroxylase basierenden erworbenen Form der Nebennierenrindeninsuffizienz
mit konsekutiv erhéhten plasmatischen ACTH-Spiegeln (46) und beim Nelson-
Syndrom mit ausgepragtem ACTH-Exzess nach beidseitiger Adrenalektomie,
z.B. bei ACTH-abhangigen Hypercortisolismusformen (47). Des Weiteren
wurden Falle mit TART im Rahmen eines Morbus Cushings bekannt (48).
Ausreichend ist diese Erkldrung dennoch vielleicht nicht, da auch
medikamentés gut eingestellte Patienten mit normwertigen ACTH-
Plasmaspiegeln TARTs entwickeln kdnnen (28).

Bei AGS Patienten haben Stikkelbroeck et al. gezeigt, dass weder eine
mangelnde Substitution der Hormone zum Zeitpunkt der Erhebung der Daten
noch die einzelnen Behandlungsplane der Patienten  (tagliche
Hydrocortisondosis bezogen auf die Kérperoberflache, Zeitpunkt der Einnahme
der Medikamente und wie haufig die Patienten die Medikamente taglich zu sich
nehmen) eine Vorhersage Uber die GréBe des Tumors ermdglichen (28). So
muss auf jeden Fall weiterhin nach Einflussfaktoren gesucht werden.

Einen weiteren Hinweis auf die adrenalen Genese der TARTs lieferte eine
Studie von Claahsen-van der Grinten et al., welche zeigte, dass bei AGS-
Patienten mit dem Verdacht auf einen Resttumor die Konzentration von 21-
Desoxycortisol in den testikularen Venen in sieben von acht Fallen signifikant
hdher ist als in den peripheren Venen. Bei dem achten Patienten war die
Punktion der entsprechenden Venen nur unvollstdndig méglich gewesen (49).
Die Synthese von 21-Desoxycortisol bendétigt eine 118-Hydroxylierung. Das
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entsprechende Enzym fir diesen Syntheseschritt ist in testikularem Gewebe,
einschlieBlich Leydigzellen, nicht aktiv (50).

Der Angiotensin-lI-Typ1-Rezeptor konnte  weiterfihrend per mRNA
Amplifikation auf den TARTs nachgewiesen werden (11) (49), was ebenfalls ein
Hinweis auf aberrantes adrenales Gewebe sein kbnnte, da auch dieser
Rezeptor typischerweise in der Zona glomerulosa exprimiert wird.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Angiotensin-ll ebenfalls ein
Wachstumsreiz fir die Nebennieren und TARTs darstellt und dass es unter
hohen Plasmaspiegeln zu einer Hyperplasie der entsprechenden adrenalen
Zone kommt (51). Chatelain et al. haben in der genannten Studie gezeigt, dass
bei der Ratte unter Wasserentzug hohe Angiotensin-II-Plasmaspiegel zu einer
Gewichtszunahme der Zona glomerulosa gefuhrt haben. Die ACTH-
Plasmaspiegel sind in dieser Versuchsreihe unbeeinflusst vom Wasserentzug
geblieben. Werden im Gegensatz dazu die Angiotensin-llI-Plasmaspiegel durch
Hemmung des Angiotensin-Coverting-Enzyms gesenkt, so resultierte eine
Gewichtsabnahme der Zona glomerulosa (51).

Auch bei gesunden Neugeborenen finden sich in 7,5-15% der Falle
Nebennierenzellen innerhalb des Hodens, welche sich allerdings bereits in der
frihen Kindheit zurlckbilden (52) (53). Es wird diskutiert, ob eben dieses
Gewebe bei Mannern mit AGS bestehen bleibt und als Vorlaufer der TARTs

anzusehen ist.

Eine zonale Gliederung der Resttumore wurde noch nie beschrieben. Aufgrund
der Tatsache, dass innerhalb des TART-Gewebes explizit der Nachweis der
Expression von CYP 11 B1 und CYP 11 B2 gelang, kann ein Nachweis zonaler
Elemente der Zona glomerulosa sowie der Zona fasciculata postuliert werden
(49). Unserer Einschatzung nach ware dies nicht ungewdhlich, da erst die
mikroanatomische Struktur der Nebennierenrinde mit der streng ausgerichteten
Durchblutung zur typischen Zonierung der Nebennierenrinde fuhrt (23). Bei
hohen ACTH-Spiegel kénnte auBerdem der Signalweg Uber den ACTH-
Rezeptor und cAMP die Dominanz des Signalwegs Uber Angiotensin Il und
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hohen intrazellularen Calciumspiegeln gebrochen werden, was die parallele
Expression der CYP11B1 und CYP11B2-Enzyme plausibel macht (23).

TARTs ahneln mikroskopisch und histologisch den LZH, die Kklinische
Unterscheidung ist oft nicht mdglich und erst die (eventuell Uberflissigen)
Operationspraparate liefern dann die nétige Differenzierung. Problematisch wird
die Unterscheidung, wenn die TARTs als Erstmanifestation des AGS auftreten.
Dies ist sicherlich nicht in der Mehrzahl so, aber dennoch beschrieben. Bei
beiden Geweben handelt es sich um steroidogene Zellen, allerdings enthalten
die TART-Zellen im Gegensatz zu LZH in in der Mehrzahl der Félle keine
Reinke-Kristalle (11).

Des weiteren sollten differentialdiagnostisch immer das haufig bilaterale
Auftreten der TARTSs, das junge Alter der betroffenen Manner, die fehlenden
Metastasen aufgrund der Dignitat der TARTs, das eventuelle Ansprechen auf
eine Glukokortikoidtherapie, sowie weiterfihrend entsprechende biochemische
und molekularbiologische Untersuchungen in Betracht gezogen werden (54).

Dieser Arbeit liegt deshalb die Fragestellung zugrunde, auf welche Art und
Weise TARTs von LZH differenziert werden kénnen. Wie oben erlautert, hat es
in der Vergangenheit bereits viele Bemlhungen in diese Richtung gegeben, da
es bei den mannlichen Patienten je nach Lebensabschnitt von entscheidender
Bedeutung ist, diese Entitaten sicher zu differenzieren. Der Ansatz dieser Arbeit
ist die immunhistochemische Differenzierung der beiden genannten Gewebe
mittels verschiedener Melanocortin-Rezeptoren sowie des Cortisol-Antikdrpers.
Tabellarisch sind die Ergebnisse oben aufgefihrt. Selbige gilt es nun zu
diskutieren.

Die Farbungen gegen den ACTH-Rezeptor waren positiv in den hNN und in
den TARTSs, ein Umstand der den gemeinsamen Ursprung von TART-Zellen
und Nebennierenrindenzellen stutzt (55).
Weil LZH nicht mit diesem Antikérper markiert werden konnten (56) 6ffnet sich
hier mdglicherweise ein diagnostisches Fenster fur die histologische
Differenzierung mittels Stanzbiopsie.
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Einschrdnkend muss erwahnt werden, dass es sich bei TART-Tumoren
insgesamt um eine seltene Problematik handelt, was unsere Préaparateanzahl
limitierte und berilcksichtigt werden muss. Allerdings ist dem hinzuzufligen,
dass trotz des fehlenden Ansprechens einer der beiden Patienten auf die orale
Medikation die immunhistochemischen Farbungen den Nachweis des ACTH

Rezeptors erbracht haben.

Zur Klinischen Diagnose der TARTs empfiehlt sich der Ultraschall, da sich diese
Untersuchungstechnik als ebenso sensitiv erwiesen hat wie die Bildgebung
mittels Magnetresonanztomographie, allerdings kostengtnstiger und wesentlich
leichter verflgbar ist. Die Tastuntersuchung der Hoden ist nicht ausreichend
sensitiv und ein negativer Tastbefund schliet das Vorhandensein eines
Tumors keinesfalls aus (57). Im Ultraschall findet sich der TART nach
Ubereinstimmenden Studien von Stikkelbroeck et al. und Martinez-Aguayo et al.
in seiner Lokalisation angrenzend an das Medliastinum testis und ist bis zu einer
GroBe von 2 cm echoarm (58) (59).

Abb. 12 Sonographischer Befund eines TARTs

In Ubereinstimmung dazu ein sonographischer Befund eines TARTs in
Abbildung 12. Der Patient ist aktuell im Universitatsklinikum Dusseldorf in
Behandlung und hat sich bislang keiner operativen MaBnahme unterzogen,
obwohl dies in Erwagung gezogen worden war. Wegen der Incompliance ist die
endokrinologische Kontrolle des AGS unzureichend.
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Die GréBe der Tumore ist abhangig vom Genotyp der Patienten. So hat sich
ergeben, dass Patienten, die eine Deletion oder Konversion des CYP21A2
Gens haben, eine signifikant héhere TumorgréBe aufwiesen im Vergleich zu
Patienten, die diesen schweren Gendefekt nicht besitzen (28).

Reisch et al. zeigten, dass es, wie bereits erlautert, im Rahmen des AGS zu
einem vergréBerten Nebennierenvolumen verglichen zur Normalbevélkerung
kommt. Es lieBen sich allerdings keine positiven Korrelationen zwischen dem
Volumen der TARTs und dem Volumen der Nebennieren finden. Weiterfihrend
zeigten sich auch in dieser Studie keine positiven Korrelationen zwischen der
GréBe des Tumors und der serologischen Hormonkonstellation. Allerdings
geben die Autoren einschrankend zu bedenken, dass es sich bei der die GréBe
der adrenalen Resttumoren beeinflussenden Hormonkonstellationen durchaus
auch um Langzeitparameter handeln kann, die die Studie nicht erfasst (60).

Ein Fallbericht von Fenichel et al. aus dem Jahr 2008 stellte die Kliniker in
Frankreich ebenfalls vor das Problem der Diagnosefindung. Bei einem
compound heterozygoten 30-jahrigen Patienten fir den 21-Hydroxylase Defekt
war im Rahmen der Infertilitatsdiagnostik eine einseitige Hodenschwellung
aufgefallen. Aufgrund der bekannten Erkrankung wurden ein TART sowie
differentialdiagnostisch ein Leydigzelltumor in Betracht gezogen. Es konnten
keine mRNA fir die 11-B-Hydroxylase oder den ACTH-Rezeptor im Tumor
gefunden werden. Allerdings wurden auch keine typischen Kriterien eines
malignen Leydigzell-Neoplasmas demonstriert, so dass nach drei weiteren
Jahren mit tumorfreiem Intervall retrospektiv ein TART postuliert wurde. In
diesem Fall wurde der Verlust typischer adrenalen Expressionsfaktoren

postuliert (61).

Nebennierenrindentumore kénnen beispielsweise im Rahmen Cortisol
produzierender Adenome aufgrund des negativen Feedback-Loops eine
verminderte Expression des ACTH Rezeptors aufweisen (62).

In Ubereinstimmung zu unseren Resultaten und klinischen Beobachtungen
wurde herausgefunden, dass ACTH die Steroidogenese der testikularen
Leydigzellen im Verlauf der fetalen Entwicklung — hier in einem Mausmodell —
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beeinflusst. Im Gegensatz hierzu zeigte sich kein Einfluss von ACTH auf
erwachsene Leydigzellen (63).

Die Forschergruppe identifizierte MC2R-Expression in den fetalen Hoden
mittels PCR, auf adulten murinen Hoden hingegen konnten keine Melanocortin-
2-Rezeptoren nachgewiesen werden. Weiterfihrend wurde wahrend einer
Inkubation von Hoden mit ACTH in vitro bestimmt, ob ACTH einen Effekt auf die
Steroidproduktion hat. Es zeigten sich eine deutlich stimulierte
Testosteronproduktion in allen fetalen Stadien, jedoch keine signifikanten
Einflisse auf die Testosteronproduktion in den erwachsenen Hoden (63).

Auch die Abwesenheit von MC2R auf Leydigzellen bestéatigte sich in dieser
Untersuchung.

Gelegentlich kommt es beim Auftreten von Leydigzelltumoren zu einer
Produktion von 17-Hydroxyprogesteron (64). Findet sich also ein Patient,
welcher an einem AGS erkrankt ist und erhdhte serologische Werte von 17-
Hydroxyprogesteron aufweist, so kann die Diagnose eines Leydigzelltumors
falschlicherweise Gbersehen werden.

Aufgrund der Tatsache, dass das AGS ein Syndrom mit adrenalem
Enzymmangel darstellt, resultieren daraus verminderte Spiegel von Cortisol,
aber erhdhte Werte der Vorlauferhormone, wie beispielsweise des 17-
Hydroxyprogesterons im Rahmen des 21-Hydroxylase-Mangels.
Differentialdiagnostisch ist allerdings zu bedenken, dass im Falle eines
Leydigzelltumors keine Suppression der Synthese mittels Dexamethason-Gabe
bzw. keine Steigerung der Vorlaufersteroide mittels Stimulation durch ACTH
erreicht werden kann. Beides ware im Fall des Vorliegens eines AGS mdglich
(64).

Rezeptoren far MC3R konnten in den Farbungen auf
Nebennierenrindengewebe nachgewiesen werden, allerdings nur vereinzelt. Fir
LZH und die TARTs waren diese Farbungen negativ. Dieses Ergebnis muss
von zwei Seiten betrachtet werden, denn in der Vergangenheit gab es zur
Expression dieser Rezeptoren verschiedene Ausfihrungen. In der Niere konnte
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er nachgewiesen werden (40), in der Nebenniere haben sich Uber den Versuch
des mRNA Nachweises negative Ergebnisse gezeigt (39) (65).

Pro-y-MSH wurde als Mediator entdeckt, welcher die Aktivitdt von ACTH
potenzierten kann, allerdings keinen direkten Effekt auf die Steroidogenese
auslbt. Pro-y-MSH erhéht die Aktivitdt der Hormon sensitiven Lipase (HSL),
welche Cholesterol aus dem Cholesterolester-Speicher der Nebenniere freisetzt
und es dem ACTH so ermdglicht, die weiteren Schritte der Steroidogenese zu
aktivieren. Al-Dujaili et al. wiesen 1981 nach, dass Pro-y-MSH die ACTH-
Aktivitat in Nebennieren von Ratten als auch von Menschen beeinflusst, in dem
es nach Stimulation zu erhéhten Cortisol- und Aldosteron-Spiegeln kam (66).

Die Tatsache, dass die Farbungen mit dem MC4R auf LZH und TARTSs negativ,
aber auf den hNN positiv ist, verdient weitere Beachtung und sollte sich weiterer
Forschung unterziehen. Es kann ein Zusammenhang mit den oben zitierten
neuroendokrinen Funktionen des Rezeptors vermutet werden.

In der Vergangenheit wurde bereits Rezeptor-mRNA des MC4R auf humanen
Nebennierenrinden nachgewiesen (65). Kontrar dazu gelang Gantz et al. kein
Nachweis dieser Rezeptoren auf humanen Nebennierenrinden (39). Die
genannte Studie sowie weitere zeigten das a-MSH die Steroidogenese der
menschlichen  Nebennierenrinde  mittels des  Melanocortin-4  sowie
Melanocortin-3-Rezeptors in vitro beeinflusst (67).

Uber die Expression von Melanocortin-4-Rezeptoren auf Hodengewebe wurden
verschiedene Ergebnisse publiziert. Einerseits konnten innerhalb muriner
Hoden mittels transgener Zellinien keine Rezeptoren nachgewiesen werden
(68). Andererseits ergab sich ein positiver Rezeptornachweis in einer
Studiengruppe, die in-situ Hybridisierung zum Nachweis der Rezeptoren nutzte
und mRNA der MC4R in Hoden erwachsener Ratten nachweisen konnte.

Die Daten zeigten eine von Entwicklungsstadien abhéngige teilweise geringe
Auspragung im Bereich des Keimepithels der Tubuli seminiferiin Zellen, welche
Spermatocyten zu sein scheinen (69). So kann nicht definitiv bestimmt werden,
welche Zellen genau den Rezeptor an ihrer Oberflache exprimieren.

Im Hoden sind Sertoli- und Leydigzellen in zwei verschiedenen Kompartimenten
lokalisiert, ohne einen bestehenden Zellzusammenhang. Trotzdem gibt es

Interaktionen zwischen diesen Zellen, so dass angenommen werden kann,
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dass sich die Zell-Zell-Interaktion tber diffundierbare Faktoren abspielt. Neben
Testosteron ist einer dieser Faktoren der insulin-like-growth-factor 1
(Somatomedin C). Er wird von den Sertolizellen sezerniert und kdnnte eine
wichtige Rolle in Bezug auf das Wachstum der Leydigzellen spielen (70).
Andere Versuche, die untersucht haben, welche Effekte konditionierte Medien
kultivierter Sertolizellen auf Leydigzellen auslben, zeigten, dass das Medium
die Steroidogenese in Leydigzellen von Ratten und Mausen in vitro stimuliert.
Die bislang unbekannten Faktoren stimulieren einen frihen Schritt der
Steroidhormonbiosynthese (70).

Weiterfihrend gibt es ebenfalls nachweisbare Effekte von Leydigzellen auf die
Sertolizellfunktion aufgrund der Tatsache, dass Testosteron flr die normale
Funktion der Tubuli seminiferi unerlasslich ist. Dieses Hormon agiert also wie
ein parakriner Faktor. Zusatzlich existieren verschiedene nicht-steroidale
Faktoren, die seitens der Leydigzellen sezerniert werden und die Funktion der
Sertolizellen beeinflussen. Zum Beispiel sezernieren Leydigzellen Peptide, die
aus dem Vorlaufer POMC abgespalten wurden. Nachweisbar ist dies durch die
vorhandene POMC mRNA. Diese Peptide Gben gegensétzliche Effekte auf die
Sertolizellen aus. B-Endorphin beispielsweise hemmt die Zellproliferation, a-
MSH und Adrenocorticotropin stimulieren verschiedene Funktionen der
Sertolizellen (71).

Des Weiteren kann angenommen werden, dass Leydigzellen in eine autokrine
oder parakrine Rolle involviert sind, welche die Inhibin B-Produktion der
Sertolizellen reguliert (72). Niedergang und Regeneration der Leydigzellen und
der damit verbundene Anstieg bzw. Abfall der Produktion der Bestandteile des
Inhibins seitens der Sertolizellen geben Grund zu dieser Annahme (72).

Es wurde gezeigt, dass Nebennierenmarkzellen neben Noradrenalin und
Adrenalin eine ganze Reihe weiterer Faktoren sezernieren. Es handelt sich um
Faktoren, die auch auf die steroidhormonsynthetisierenden Zellen wirken und
die dortige Hormonsynthese beeinflussen (73).

Die Farbung mit dem MC5R-Antikdrper war in allen drei Geweben vollstédndig

bis schwach positiv, was den Ausflhrungen entspricht, dass sich dieser
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Rezeptor auf vielen peripheren Geweben findet, darunter bekanntermafen
auch in adrenalem und testikuldarem Gewebe (43) (42).

Die Farbungen mit Cortisol-Antik6rpern haben zu keinem eindeutigen
Ergebnis geflhrt. Wir hatten uns versprochen, mit diesem monoklonalen
Antikérper weitere Differenzierungen zwischen den Geweben vornehmen zu
kénnen, allerdings ist dies durch das nahezu ubiquitdre Vorkommen von
Cortisol in GefaBen etc. nicht mdglich gewesen. In keiner der vorliegenden
Farbungen konnten eindeutige Zellfarbungen nachgewiesen werden, vielmehr
wurden diese von einer unspezifischen Hintergrundfarbung Uberlagert.
Unternehmungen,  weiterflhrend  speziellere  Antikbrper gegen  11-
Desoxycortisol bzw. 21-Desoxycortisol zu erwerben, blieben leider erfolglos.

Der MC1R konnten weder auf LZH noch auf den TARTs nachgewiesen werden.
Auf den hNN konnten vereinzelt positive Zellen identifiziert werden. Dies
entspricht den Ausfiihrungen, dass dieser Rezeptor hauptséchlich auf kutanem
Gewebe exprimiert wird und Pigmentation induziert (34).

Bezug nehmend auf den Fallbericht der Patientin mit einem AGS und einem
Morbus Basedow mdchten wir noch einige Punkte diskutieren.

Die KdrpergréBe von AGS-Patienten ist signifikant niedriger und der body mass
index (BMI) signifikant héher als in vergleichbaren gesunden Populationen. In
der erwdhnten Studie zeigte sich eine durchschnittliche KérpergréBe von 168
cm in der Kontrollgruppe und 159 cm in der AGS Gruppe. Der BMI betrug 21,35
(x0,52) in der Kontrollgruppe verglichen mit 24,60 (+0,86) in der AGS Gruppe
(74). Die von uns beschriebene Patientin bestatigt diese Ergebnisse. Sie misst
159 cm und wiegt 68 kg. Daraus ergibt sich ein BMI von 26,9. Griinde hierflir
liegen in der spaten Diagnosestellung im Alter von 17 Jahren, so dass hier das
Knochenwachstum schon weit fortgeschritten und der vorzeitige Schluss der
Epiphysenfugen eingetreten waren.

Patientinnen, die an einem 21-Hydroxylase-Mangel leiden, haben eine
scheinbar verminderte Fruchtbarkeit. Bei den einfach-virilisierenden Formen ist
die Schwangerschaftsrate im Vergleich zur Normalbevélkerung leicht reduziert.
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Patientinnen, die an der Salz-verlust-Form leiden, haben eine stark reduzierte
Fertilitat.

Es sind mehrere Faktoren identifiziert worden, die die Fruchtbarkeitsrate der
erkrankten Patientinnen beeinflussen. So zum Beispiel die Uberproduktion
adrenaler Androgene und Progesterone, welche die ovarielle Follikulogenese
blockieren, des Weiteren das Syndrom der polycystischen Ovarien (PCO).
AuBerdem beeinflussen gegebenenfalls stattgehabte operative Eingriffe und die
verzbgerte psychosexuelle Entwicklung sowie eine reduzierte allgemeine
sexuelle Aktivitat die Fertilitatsrate (75).

Es zeigen sich signifikant verminderte durchschnittliche Geburtenraten bei AGS
Frauen, verglichen mit gesunden Frauen. Patientinnen, die an der Salz-verlust-
Form leiden, zeigten extrem verminderte Fertilitatsraten. Psychologische bzw.
psychosexuelle Faktoren sollten hier in jedem Fall in Erw&gung gezogen
werden.

Patientinnen mit der simple-virilizing Form leiden vermehrt unter
unregelmaBigen Menstruationszyklen, hier ist allerdings die letztendliche
Erfolgsrate fir eine gewlinschte Schwangerschaft gut. Man sollte immer zuerst
die medikamentdése Einstellung der Patientinnen mittels Mineralo- und
Glukokortikoiden, sowie die serologische Androgenkonstellation betrachten. Die
Frage, wie streng im Rahmen der Planung und sich anschlieBender Graviditat
die Androgenlevel kontrolliert werden sollten, bleibt weitestgehend offen (76).
Glukokortikoide mit einer langeren Halbwertszeit haben sich als ndtzlich
erwiesen, den Menstruationszyklus zu regulieren und die Fertilitdt zu optimieren
(77).

Diese medikamentdse Therapie in Kombination mit psychologischem Support
kann dazu beitragen, die Fruchtbarkeit und damit die Wahrscheinlichkeit einer
Schwangerschaft bei Frauen, die an einem AGS erkrankt sind, zu verbessern.
(75).

Hoepffner et al. berichten Gber drei Falle von eingetretenen Schwangerschaften
bei Frauen mit einer verbleibenden 21-Hydroxylase-Aktivitat von 2-4% (78). In
unserem Fall bietet die Patientin drei verschiedene Mutationen, passend zu
einem AGS in der sogenannten Compound heterozygoten Form.
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Wird eine Patientin mit einem bekannten Adrenogenitalen Syndrom aufgrund
eines unerflllten Kinderwunsches arztlich vorstellig, so ist eine grindliche
kérperliche Untersuchung unerlasslich. Bei der gynakologischen Untersuchung
ist insbesondere der vaginale Introitus zu betrachten, welcher h&ufig ein

Handicap far die Patientinnen darstellt (77).

Da sich der Partner unserer Patientin mit einer genetischen Untersuchung
einverstanden erklart hatte und eine heterozygote Merkmalsanlage
ausgeschlossen werden konnte, war eine weiterflhrende medikamentdse

Therapie wahrend der Schwangerschaft nicht mehr erforderlich.

Der Morbus Basedow ist eine autoimmune Erkrankung der Schilddrise mit
Antikérpern, welche gegen die TSH-Rezeptoren gerichtet sind und eine
Hyperthyreose induzieren (79).

Es ist unerlasslich, Schilddrisenerkrankungen wahrend der Schwangerschaft
gut zu Uberwachen und zu therapieren, da diese spezielle hormonelle Situation
die Schilddriisenfunktion in besonderer Weise beeinflusst. Eine Hypothyreose
sollte vermieden werden, da selbige schwere fetale Schaden anrichten kann, so
zum Beispiel im Bereich der Entwicklung des zentralen Nervensystems.
Weiterfihrend droht das vermehrte Auftreten von Fehl- bzw. Friihgeburten (80).
Frauen, die an einer autoimmunen Schilddriisenerkrankung leiden und erhdhte
serologische Parameter von Autoantikdrpern wie TPO- und Thyreoglobulin-
Antikérpern zeigen, sollten wahrend der Schwangerschaft unbedingt mit Jod
therapiert werden. Im Falle eines Morbus Basedow sollte ebenfalls
Jodprophylaxe betrieben werden, allerdings immer unter Einbeziehung des
aktuellen Krankheitszustandes (81).

In unserem Fall wurde unter standigem Monitoring eine Jodtherapie gut
vertragen und es traten keine Probleme auf.

Ist eine thyreostatische Therapie wahrend der Schwangerschaft notwendig,
sollte der Einsatz von Thiamazol, wegen des drohenden Risikos einer Aplasia
cutis congenita, vermieden werden (82). Die Therapie der ersten Wahl ware in
diesem Fall Propycil (82).

Glicklicherweise war die Patientin in einem Zustand, der keinen Einsatz
thyreostatischer Medikation erforderlich machte.
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In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu beachten, dass bei einer guten
thyreoidalen  Stoffwechsellage trotz Status nach Behandlung mit
thyreostatischer Medikation keine Folgeschaden fir das Ungeborene zu
erwarten sind (83).

Diese Studie bestatigt sich auch in unserem Fallbericht, da die Patientin eine
gesunde Tochter geboren hat.

In den Jahren vor sowie wahrend der Schwangerschaft wurde die nun
hypothyreote Stoffwechsellage mit Levothyroxin ausgeglichen. Dies geschah in
Ubereinstimmung mit der Studie von Poppe et al. welche zeigte, dass eine
medikamentdse Substitution der Schilddriisenhormone vor allem in der frihen
Schwangerschaft sehr wichtig ist, um Komplikationen zu vermeiden (84).

Als Fazit fur diesen Fallbericht I&sst sich festhalten, dass es fur Frauen mit
einem Adrenogenitalen Syndrom sowie zusatzlichen endokrinologischen
Dysfunktionen mdglich ist, schwanger zu werde. Es ist wichtig, den
Hormonstatus zu evaluieren sowie ein erfolgreiches medikamentéses Konzept
zu entwickeln.

Die Lésung in dem vorgestellten Fall war die zusatzliche abendliche Gabe von
Dexamethason. Weiterflhrend ist es wahrend der Schwangerschaft
unerlasslich, den Schilddrisenhormonstatus im Auge zu behalten, um

weiterflihrende Schaden, auch fir das Ungeborene, zu vermeiden.

Zusammenfassend lasst sich abschlieBend festhalten, dass
differentialdiagnostisch  bei AGS-Patienten mit Hodenschwellung und
sonographischem Tumornachweis immer auch an einen TART gedacht werden
sollte.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen bieten dem
Kliniker in Zukunft eine Mdglichkeit, Gber einen minimal invasiven Zugang mit
einer sich anschlieBenden Punktionsstudie dem Patienten gegebenenfalls eine
Operation zu ersparen.

Neuartig gelang im Rahmen dieser Arbeit mittels immunhistochemischer
Methoden die Differenzierung zwischen TART und LZH mittels des ACTH
Rezeptors, welcher sich auf gesunden Nebennierenrinden und des TARTs
nachweisen lie3, auf den LZH allerdings nicht.
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Kritisch zu betrachten bleibt allerdings, dass nicht jedem an einem TART
erkrankten Patienten mittels Dexamethasontherapie geholfen werden kann und
letztlich doch eine Operation in Erwagung gezogen werden muss, falls kein
GréBenregress eintritt bzw. die Nebenwirkungen der Medikation den Nutzen

Uberwiegen.
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