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1 Fragestellung

Ziel der Arbeit ist es, durch eine standardisierte immunhistochemische Analyse von 15.000 Gewebeproben
von 132 verschiedenen Tumor-Entitdten, sowie von 76 verschiedenen Normalgeweben, die Spezifitdt und
Sensitivitdt der CPA1-Immunhistochemie als Diagnoseparameter fur das Azinuszellkarzinom des Pankreas

festzustellen.

2  Einleitung

Das Azinuszellkarzinom (ACC) des Pankreas ist eine seltene Krebsart, die von den Azinuszellen des Pankreas
ausgeht und <2 % aller Pankreasneoplasien ausmacht '. Die meisten ACCs treten als reine ACCs auf, aber
auch gemischte Karzinome mit >25% zusétzlicher Zelltypen kommen vor, darunter das gemischt azinér-endo-
krine Karzinom (MAEC) und das gemischt azinar-duktale Karzinom (MADC) 2. Eine kirzlich durchgefiihrte
Analyse von 57.804 Patienten mit Pankreaskarzinom, die sich einer chirurgischen Resektion unterzogen,
ergab ein medianes Gesamtiiberleben (mOS) von 67,5 Monaten und ein 5-Jahres-Gesamtiberleben (OS) von
51% fir ACC 3. In Fallberichten erreichte das OS bis zu 123 Monate 4. Dementsprechend ist die Prognose des
ACC deutlich besser als die 22% 5-Jahres-OS von resezierten duktalen Adenokarzinomen, aber deutlich
schlechter als die 84% 5-Jahres-OS von neuroendokrinen Tumoren des Pankreas 3. Erhebliche Unterschiede
in den molekularen Veranderungen zwischen diesen Tumorentitdten sind wahrscheinlich fir deutliche Unter-
schiede in der Krebsaggressivitdt und auch im Ansprechen auf die Chemotherapie verantwortlich 5. Eine ge-
naue Unterscheidung dieser Pankreastumorentitdten durch den Pathologen ist daher von groBer Bedeutung.
Aufgrund seines recht breiten morphologischen Spektrums mit morphologischen und immunhistochemischen
Uberschneidungen mit neuroendokrinen Tumoren, kann das ACC fiir Pathologen eine schwierige Diagnose
darstellen, und es kommt sowohl bei histologischen als auch bei zytologischen Proben nicht selten zu Fehldi-
agnosen 8. Die korrekte Diagnose in Fallen mit nicht-prototypischer Morphologie erfordert die Verwendung
von immunhistochemischen Markern wozu u.a. Antikérper gegen Trypsin, Chymotrypsin, BCL-10, Zytokeratin
19 und Zytokeratin 7 empfohlen wurden 9. Keiner dieser Antikdrper ist jedoch 100% sensitiv und spezifisch fir
das ACC 0.1,

Carboxypeptidase A1 (CPA1) ist eine Zink-Metalloprotease, die durch das CPA1-Gen auf dem langen Arm
von Chromosom 7 (7932.2) kodiert wird. Es handelt sich um ein 34,6 kDa groBes Protein, das in den Azinus-
zellen des Pankreas gebildet wird. Es ist an der Zymogenhemmung beteiligt und spaltet bevorzugt C-terminale
verzweigtkettige und aromatische Aminosauren aus Nahrungsproteinen 2. Mutationen des CPA1-Gens wur-
den mit chronischer Pankreatitis in Verbindung gebracht 13. 14, Erhéhte CPA1-Serumproteinspiegel wurden bei
Patienten mit Pankreaskrebs beschrieben 15. Aufgrund der Expression von CPA1 in Azinuszellen kdnnte der
immunhistochemische CPA1-Nachweis eine sichere Diagnose eines ACC ermdglichen. In einer kirzlich

durchgeflhrten Studie, in der 14 ACC, 5 MAEC sowie 80 nicht-azindre Pankreastumoren analysiert wurden,



fanden Said et al. tatsachlich 100% Sensitivitat und 95% Spezifitat einer positiven CPA1-Immunféarbung far
ACC 1s.

Um das Potenzial der CPA1-Immunfarbung zur Sicherung der Diagnose von pankreatischen ACC weiter be-
urteilen zu kénnen, ist eine umfassende Untersuchung der CPA1-Immunfarbung in nicht-pankreatischen Tu-
morarten erforderlich. In dieser Studie wurde daher die CPA1-Expression in mehr als 15.680 Tumorgewebe-
proben von 132 verschiedenen Tumorarten und -subtypen, sowie 76 verschiedenen nicht neoplastischen Ge-

webetypen, mittels Immunhistochemie in einem TMA-Format (Tissue Microarray) analysiert.



3 Material und Methode

3.1 Tissue Microarray (TMA) Technik

Die Tissue Microarray Methode wurde 1997 von der Arbeitsgruppe von Prof. Olli Kallioniemi, (damals: National
Human Genom Research Institut, Bethesda, Maryland, USA) und Prof. Guido Sauter (damals: Institut fir Pa-

thologie, Universitatsspital Basel, Schweiz) entwickelt und 1998 erstmals publiziert 17.

Das Verfahren beinhaltet die Entnahme von Gewebezylindern aus tumorhaltigen Paraffinblécken und die or-
ganisierte Einbringung dieser Zylinder in leere Paraffin-Empfanger-Blécke an definierten Positionen, wobei ein
Empfanger-Paraffinblock mehr als 600 verschiedene Tumor-Zylinder aufnehmen kann. Von TMA-Blécken an-
gefertigte Schnitte enthalten dann von allen Tumoren des Empfanger-Blocks eine 0,6 mm durchmessende
Gewebescheibe, welche sowohl morphologisch beurteilt, als auch mittels in situ Methoden wie Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH), RNA-in-situ-Hybridisierung oder Immunhistochemie (IHC) untersucht werden
kénnen. Da pro Schnittpraparat bis zu 600 verschiedene Tumoren zur Untersuchung gelangen kénnen, fihrt
die TMA-Methode zu einer massiven Beschleunigung von wissenschaftlichen Untersuchungen an den Gewe-
ben und gleichzeitig zu einer erheblichen Kostenreduktion. Im Gegensatz zu Studien, bei denen ein Tumor
pro Gewebeschnitt zur Untersuchung gelangt, fiihrt die Untersuchung von 600 Tumoren auf einem einzigen

Schnitt zu einer Reduktion der benétigten Reagenzien-Menge um einen Faktor von circa 600.

Der Hauptvorteil der TMA-Methode liegt indessen in der maximalen Standarisierung der gesamten Analyse.
Da fur eine TMA-Studie ein(e) Medizinisch-Technische(r) Angestellte(r) (MTA) typischerweise alle benétigten
Schnittpraparate an einen Tag herstellt und die gleichen Schnittpréparate an einem der folgenden Tage alle
farbt, ist auch die fur die Qualitat der immunhistochemischen Farbung wichtige Schnittlagerungszeit (Abstand
zwischen Schnittherstellung und immunhistochemischen Farbung) fir alle Tumoren konstant und kurz. Neben
den klassischen Farbeparametern wie Inkubationszeit, Antikbrperkonzentration und Inkubationstemperatur -
welche auch in Immun-Farbeautomaten standardisiert werden kénnen - sind auch weichere Laborparameter,
z.B. die wie Raumtemperatur wahrend der Schnittlagerung bei TMA-Studien, absolut identisch. Ebenfalls iden-
tisch ist die pro Tumor zur Untersuchung gelangende Gewebemenge (Durchmesser: 0,6 mm pro Tumor). In
konventionellen GroBschnittstudien flieBen meistens sowohl groBe Praparate von Tumorresektionen und
kleine Biopsien mit ein. Studien haben gezeigt, dass die Menge von untersuchtem Gewebe die Wahrschein-
lichkeit auf ein positives Farbergebnis bei immunhistochemischen Untersuchungen erhéht 8. Ein weiterer we-
sentlicher Vorteil des TMA-Verfahren ist, dass Vorgaben des Datenschutzes gut umgesetzt werden kénnen.
Jedes einzelne Tumorgewebsfragment in TMA-Schnitt ist durch seine Koordinate im TMA-Block definiert, so-
dass die Notwendigkeit entféllt, Parameter wie beispielsweise die Biopsienummer zu verwenden, die eine
potenzielle Re-Identifizierung des Patienten ermdglichen. Solche Identifikations-Nummern kénnen nach Fer-
tigstellung eines TMA-Blocks entweder ausgeblendet (Pseudonymisierung) oder definitiv geléscht (Anonymi-
sierung) werden. Das gr6Bte Hindernis fur die Durchfiihrung von TMA-Studien ist die Verflgbarkeit von geeig-
neten TMAs, beziehungsweise ihre Herstellung, da die TMA-Herstellung mit einem sehr erheblichen Aufwand

verbunden ist.



Der Prozess der TMA-Herstellung lasst sich in die folgenden Unterprozessen aufteilen:

—

Identifikation potenziell geeigneter Falle

Qualitatskontrolle und Markierung der ausgewahlten Schnittpraparate
TMA-Planung

TMA-Produktion

P 0D

Identifikation potenziell geeigneter Félle

Die Identifikation méglicher Félle beginnt mit einer Volltextsuche im Pathologie Informationssystem. Dazu wer-
den das Ursprungsorgan und der Tumortyp als Suchbegriffe verwendet in Kombination mit Suchbegriffen,
welche sicherstellen, dass keine Kleinbiopsien, sondern in wesentlichen Operationspraparate identifiziert wer-
den. Um dieser Anforderung gerecht zu werden, werden typischerweise zusétzlichen Suchbegriffe wie pT1,

pT2, pT3 oder pT4 verwendet.

Qualitdtskontrolle und Schnittmarkierung

Ziel dieses Prozessteils ist die Identifikation von Tumoren, welche eine eindeutige, sichere Diagnose aufwei-
sen, eine ausreichend groBe Tumormenge beinhalten damit auch multiple TMA-Blécke hergestellt werden
kénnen und von denen die verfligbaren Paraffinblocke dick genug sind, um ausreichend lange Stanzen aus
dem Tumormaterial entnehmen zu kénnen. Die Lange der Stanzen definiert die Zahl der TMA-Schnitte, welche
letztlichen Anteile des entsprechenden Tumors enthalten werden.

Die Identifikation geeigneten Félle beginnt mit einer Inspektion der Diagnosetexte. Dabei kénnen Diagnose-
unsicherheiten erkannt werden und auch Tumoren, welche durch ausgedehnte Nekrosen, bzw. einem Mangel
an vitalem Tumorgewebe gekennzeichnet sind. Derartige Tumoren werden ohne Inspektion der histologischen
Schnitte von TMA-Projekten ausgeschlossen. Von den verbliebenen Kandidaten werden alle gefarbten
Schnitte aus dem Archiv hervorgeholt und von einem Pathologen inspiziert. Der Tumorschnitt mit der groBten
Tumormenge - und gegebenenfalls ein oder zwei weitere Schnitte als Reserve - werden mit einem Filzstift
markiert. Dabei umkreist der Pathologe die fiir die TMA-Herstellung geeigneten Tumorbereiche. Diese sollte
mindestens eine Flache von einem Quadratzentimeter ausmachen. Von diesen Schnitten werden die korres-
pondierenden Paraffinblécken aus dem Archiv zusammengesammelt und von einer/einem erfahrenen MTA
auf Brauchbarkeit Uberprift. Kriterien hierfir sind das Fehlen von Beschadigungen und eine ausreichende
Blockdicke (= 2,0 mm).

3.2 TMA-Planung

Sobald alle fur ein neues TMA-Projekt identifizierten Gewebe bekannt sind, wird der genaue Aufbau des zu
konstruierenden TMAs definiert. Zu jedem TMA wird eine Excel-Datei angelegt, in welcher der Biopsienummer
eines jeden Tumors eine Zeile und eine spezifische Position im Koordinatensystem des TMAs zugeordnet
wird. Die am UKE hergestellten TMA-Blécke sind prinzipiell immer gleich aufgebaut. Sie bestehen aus sechs
Sektoren, welche zur besseren Orientierbarkeit ungleich groB und asymmetrisch aufgebaut sind. Die Sektoren

werden mit GroBbuchstaben von A bis F definiert. Im jeden einzelnen Sektor werden die Zeilen mit Zahlen
7



von 1 bis 9 und die Spalten mit Kleinbuchstaben von a bis maximal r bezeichnet. Der typische Aufbau eines

UKE TMA-Blockes ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt.

Abbildung 1: Das Layout eines typischen TMA-Blockes.
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Nach Herstellung des TMAs werden die Biopsienummern, welche fir die Zuordnung der Schnitte und Blécke

unverzichtbar waren, entweder aus der Excel-Datei ausgeblendet (Pseudonymisierung) oder definitiv geléscht

(Anonymisierung). Ein Beispiel eines TMA-File mit TMA-Koordinaten und assoziierten klinischen und patholo-

gischen Daten ist in Tabelle 1 dargestellt. Die Entfernung der Biopsiennummer aus dem Datenfile ist wichtig,

denn ihre Kenntnis kénnte einem Hacker, beim erfolgreichen Eindringen in das Pathologie-Informationssys-

tem, Einblick in die Klarnamen der betroffenen Patienten ermdéglichen.



Tabelle 1: Ausschnitt aus der Datentabelle (verwendete Software MS Excel)

CPA1#3354 CPA1#3354 CPA1#3354
ArrayName ArrayBlock Korrdinate Tumortyp Geschlecht pTRED PN RED pM RED GradRED  OS months OScens 2021-01-14 2021-01-14 KnanmAelntar 2021-01-14

INT % RES 30-70
BLA4.1 A Ala Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT3 PN+ pMx 3 0 0 negative
BLA4.1 A Alb Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT3 3 75 0 0 0 negative
BLA4.1 A Alc Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT4 PN+ pMx 3 4 1 0 0 negative
BLA4.1 A A1ld Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT2 PN+ pMx 3 0 0 negative
BLA4.1 A Ale Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT2 pNO pMx 3 15 1 0 0 negative
BLA4.1 A A 1f Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT3 PN+ pMx 3 8 1 0 0 negative
BLA4.1 A Alg Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT3 PN+ pMx 3 9 1 0 0 negative
BLA4.1 A A 1h Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT4 pNO pMx 3 9 1 0 0 negative
BLA4.1 A Ali Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT3 pNO pPMx 3 37 1 0 0 negative
BLA4.1 A A 1k Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT3 pNO pMx 3 52 1 0 0 negative
BLA4.1 A All Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT4 3 4 1 0 0 negative
BLA4.1 A Alm Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT3 pNO pMx 3 24 1 0 0 negative
BLA4.1 A Aln Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT4 pNO pMx 3 0 0 negative
BLA4.1 A Alo Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT1 pNO pMx 3 47 1 0 0 negative
BLA4.1 A Alp Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT2 pNO pMx 3 1 1 0 0 negative
BLA4.1 A Alq Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT4 pNO pMx 3 7 1 0 0 negative
BLA4.1 A Alr Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT3 pN+ pMx 3 9 1 0 0 negative
BLA4.1 A A2a Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT3 pNO pMx 3 25 0 0 0 negative
BLA4.1 A A2b Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT2 pNO pMx 3 46 0 0 0 negative
BLA4.1 A A2c Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT4 pNO pMx 3 46 0 0 0 negative
BLA4.1 A A2d Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT3 pNO pMx 3 37 1 0 0 negative
BLA 4.1 A A2e Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pNO pMx 3 45 0 0 0 no tumor
BLA 4.1 A A 2f Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT4 pNO pMx 3 74 0 0 0 negative
BLA4.1 A A2g Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT3 pNO pMx 3 0 0 negative
BLA4.1 A A2h Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT2 pNO pMx 3 34 0 0 0 negative
BLA4.1 A A2i Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT4 3 9 1 0 0 negative
BLA 4.1 A A 2k Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT4 pNO pMx 3 28 0 0 0 negative
BLA 4.1 A A2l Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT2 pNO pMx 3 0 0 negative
BLA4.1 A A2m Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pNO pMx 3 1 0 0 0 negative
BLA 4.1 A A2n Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT3 3 12 0 0 0 no tumor
BLA4.1 A A20 Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT3 PN+ pMx 3 38 0 0 0 negative
BLA4.1 A A2p Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT2 PN+ pMx 3 77 0 0 0 negative
BLA4.1 A A2q Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT3 pNO pMx 3 22 1 0 0 negative
BLA4.1 A A2r Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT2 pNO pMx 3 0 0 negative
BLA 4.1 A A3a Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT3 PN+ pMx 3 42 0 0 0 negative
BLA 4.1 A A3b Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT3 PN+ pMx 3 13 0 0 0 negative
BLA 4.1 A A3c Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT2 pNO pMx 3 8 1 0 0 negative
BLA4.1 A A3d Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT2 pNO pMx 3 31 0 0 0 negative
BLA4.1 A A3e Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT1 pNO pMx 3 22 0 0 0 negative
BLA4.1 A A 3f Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT2 PN+ pMx 3 21 1 0 0 negative
BLA4.1 A A3g Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT3 pNO pMx 3 0 0 no tissue
BLA4.1 A A3h Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT3 pNO pMx 3 39 0 0 0 negative
BLA4.1 A A3i Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT3 PN+ pMx 3 4 1 0 0 negative
BLA4.1 A A3k Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT3 pNO pMx 3 12 0 0 0 negative
BLA 4.1 A A3l Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 m pT2 pNO pMx 3 4 0 0 0 negative
BLA4.1 A A3m Urothelial carcinoma, pT2-4 G3 w pT3 pNO pMx 3 73 0 0 0 negative

Nach Abschluss der TMA-Planung werden die Tumorblécke (sogenannte Spenderblécke) zusammen mit den
korrespondierenden HE-Schnitten, auf denen die Tumorflache mit Filzstift markiert worden war, in der Reihen-

folge der geplanten Einbringung in den TMA-Empfanger-Block zusammensortiert.

1.1. TMA-Produktion

Fur die TMA-Herstellung wird ein von Mitarbeitenden des Instituts fir Pathologie hergestellter halbautomati-
scher Tissue Arrayer verwendet. Die wichtigsten Komponenten des UKE-Arrayers (Abbildung 2A) sind ein
Umschaltmechanismus, der es ermdglicht, an einer exakt definierten Position wechselweise einen Bohrer oder
aber eine Hohlnadel zum Einsatz zu bringen (Abbildung 2B), ein elektrischer Schrittmotor, der es erméglicht,
die Umschaltvorrichtung jeweils um eine Position vorwérts oder zuriick zu bewegen (Abbildung 2C), ein Mehr-
fach-Blockhalter, der es ermdglicht bis zu sechs leere Empfangerblécke parallel zu bearbeiten und ein Block-
podest, welches bei Bedarf liber die Empfangerblécke gelegt werden kann, sodass oberhalb des Empfénger-

blocks Gewebe aus dem Spendenblock entnommen werden kann (Abbildung 2D).



Abbildung 2: TMA Arrayer. A) Gesamtansicht des Arrayers mit Mehrfach-Blockhalter aus Aluminium fir 6
TMA-Blocke (im Bild sind 3 Positionen belegt), B) Hohinadel (Pfeil links) und Bohrer (Pfeil rechts) im verschieb-
baren Stanzkopf. C) Schrittmotor, der den Stanzkopf in die Position fir die ndchste Stanze bewegt. D) Mehr-
fachblockhalter mit aufgesetztem Blockpodest.

Die Prozedur der TMA-Herstellung beginnt mit der Bohrung eines 0,6 mm messenden Loches in das erste
Replikat des leeren Empféangerblocks. Hierfiir wird der elektrische Bohrer verwendet, dessen auBerer Durch-
messer 0,6 mm betragt. Danach wird das Blockpodest tiber den Empfangerblock gelegt, die Umschaltvorrich-
tung vom ,Bohrer” auf ,Nadel* umgeschaltet und es wird mit der Hohinadel (innerer Durchmesser 0,6 mm) ein
Gewebezylinder aus dem Tumorblock entnommen, welcher flr die Position A1a vorgesehen ist. Die Identifi-
kation von tumorhaltigen Gewebeanteilen auf dem Spen-
denblock wird durch Abgleich zwischen dem Block und dem

eingezeichneten HE-Schnitt bewerkstelligt (Abbildung 3).

Abbildung 3: Tumorhaltiger Spenderblock mit dazugehéri-
gem HE-Schnitt.
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Das aus den Spenderblécken entfernte Gewebe kann dann mittels eines Stahldrahtes aus der Hohlnadel in
das vorgefertigte Loch hineingestoBen werden. Dabei wird darauf geachtet, dass die obere Begrenzung des
Zylinders exakt auf dem Niveau der Empféngerblock-Oberflache zu liegen kommt.

Danach wird der Mehrfach-Blockhalter von Position 1 auf Position 2 umplatziert (Abbildung 2D) und die Pro-
zedur wird wiederholt. Dabei wird aus dem Spenderblock eine weitere Stanze entnommen und in ein vorge-
fertigtes Loch an Position Ala eingefligt. Bei der Entnahme des zweiten Zylinders und bei allen weiteren Zy-
lindern wird darauf geachtet, dass das Material aus unmittelbarer Umgebung des ersten Bohrloches stammt,
um mdgliche Einfliisse einer intratumoralen Heterogenitat auf die UKE TMAs zu minimieren. Je weiter ent-
nommene Tumorstanzen im Tumor voneinander entfernt liegen, desto gréBer ist das Risiko, biologisch unter-

schiedliche Tumorpopulationen zu erfassen.

Unter Verwendung eines einzigen Mehrfachreplikathalters kénnen auf diese Art und Weise bis zu sechs, weit-
gehend identische Replikate eines TMAs hergestellt werden. Sofern Bedarf besteht, noch mehr Kopien eines
TMAs herzustellen. kénnen ein zweiter, dritter oder vierter Mehrfach-Blockhalter hinzugenommen werden,
sodass wahlweise 6, 12, 18 oder 24 Replikate eines TMAs hergestellt werden kénnen. Nach Beflllung aller
Aia Positionen der in Arbeit befindlichen TMAs wird er elektrische Schrittmotor betétigt und die Umschaltvor-
richtung auf die Position A1b bewegt. Danach wird mit dem zweiten Spenderblock die gleiche Prozedur bis
zur Beflllung des letzten Replikatempfangerblockes durchgefiihrt. Auf gleiche Weise werden samtliche wei-

teren Tumoren eines Projektes nach und nach bearbeitet.

3.3 TMAs flr das CPA1 Projekt

Far das vorliegende Projekt wurden ein Normalgewebe TMA und zwei Sets von Tumor TMAs verwendet. Der
Normalgewebe TMA beinhaltete jeweils acht verschiedene Proben von 76 unterschiedlichen Organkategorien.
Eine Liste der dabei untersuchten Gewebetypen ist in Tabelle 2 dargestellt. Der Multitumor-TMA beinhaltete
insgesamt 15.680 Tumorproben von 132 verschiedenen Tumorkategorien. Die genaue Zusammensetzung
des Tumor TMAs ist in Tabelle 4 dargestellt. Die genannten Tumoren waren auf insgesamt 51 TMA-Blécken
verteilt, wobei pro TMA-Block zwischen 80 und 602 Tumorgewebeproben vorhanden waren. Der Pankreas-
Heterogenitats-TMA enthielt jeweils 6 Proben aus dem Primé&rtumor und jeweils bis zu 3 Proben aus den
Lymphknoten Metastasen von 224 Patienten, die im UKE zwischen 1994 und 2010 aufgrund eines Pankreas-

karzinoms behandelt wurden.

Tabelle 2: Normalgewebe-Array (NTA 10)

Nr. Organ/Gewebe Typ Nr. Organ/Gewebe Typ

40 Lymphknoten

41 Mundhéhle

42 Ejerstock, Gelbkorper
43  Eierstock, Follikelzyste

Nebenniere

Analkanal, Haut

Analkanal, Ubergangsschleimhaut
Aorta, Endothel

Aorta, Media

Appendix, Schleimhaut

44 Ejerstock, Stroma

QO 0 0 0 00 |3

o O~ WON =
O 0 0 0 0 |3

45  Bauchspeicheldriise
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Nr. Organ/Gewebe Typ n Nr. Organ/Gewebe Typ n
7 Appendix, Muskelwand 8 46 Nebenschilddriise 8
8  Knochenmark 8 47  Ohrspeicheldriise 8
9  Brust 8 48  Penis, Corpos spongiosum 8
10 Bronchus, Driisen 8 49 Hypophyse, Hypophysenvorderlappen 8
11 Bronchus, Schleimhaut 8 50  Hypophysenhinterlappen/ Infundibulum 8
12 Kleinhirn, Rinde (Stratum moleculare) 8 51 Plazenta friih, Dezidua 8
13 Kleinhirn, grau (Stratum neuronorum) 8 52  Plazenta, friih 8
14 GroBhirn, grau 8 53  Plazenta, reif 8
15 GroBhirn, weiB 8 54 Plazenta, reif, Amnion und Chorion 8
16 Colon descendens, Schleimhaut 8 55  Prostata 8
17 Colon descendens, Muskelwand 8 56  Rektum, Schleimhaut 8
18  zwslffingerdarm, Brunner-Driise 8 57 Samenblase 8
19 zwslffingerdarm, Schleimhaut 8 58  Sinus paranasales 8
20  Ektozervix 8 59 Haut 8
21 Endozervix 8 60 Haut, Haarfollikel und Talgdriisen 8
22 Endometrium, Proliferation 8 61  Milz 8
23 Endometrium, Sekretion 8 62  Magen, Antrum 8
24 Nebenhoden 8 63 Magen, Korpus 8
25 (Osophagus, muskulése Wand 8 64 Magen, Muskelwand 8
26 Osophagus, Plattenepithel 8 65  quergestreifter Muskel 8
27  Eileiter, Schleimhaut 8 66 Unterzungendriise 8
28 Fett 8 67  Unterkieferdriise 8
29  Gallenblase, Epithel 8 68 Hoden 8
30 Herz 8 69 Thymus 8
31 |leum, Schleimhaut 8 70 Zunge, Muskel 8
32 lleum, Muskulatur 8 71 Tonsille 8
33  Niere, Rinde 8 72 Tonsille, Oberflachenepithel 8
34 Niere, Mark 8 73 Schilddriise 8
35  Niere, Becken, Muskelwand 8 74 Harnblase, Muskelwand 8
36 Niere, Becken, Urothel 8 75 Harnblase, Urothelium 8
37  Lippe, Mundschleimhaut 8 76 Uterus, Myometrium 8
38  Leber 8

39  Lunge 8

3.4 Immunohistochemie

Die Immunohistochemie ist ein Verfahren zur Visualisierung von definierten Proteinen an Gewebeschnitten.
Wesentlichstes Reagenz des Verfahrens ist ein spezifischer Antikérper, der auf einen Gewebeschnitt aufge-
bracht wird und dann an sein Zielprotein bindet, sofern dieses auf dem Gewebeschnitt vorhanden ist. Die
Bindung dieses sog. Primérantikérpers wird danach mit einem Visualisierungssystem sichtbar gemacht, das

auf einem Sekundarantikdrper beruht. Dabei handelt es sich um einen Antikérper aus einer anderen Spezies
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als der des Primé&rantikorpers, welcher sich gegen den Fc-Teil des Priméarantikérpers richtet und mit einem
Detektionssystem (meist einem Enzym, das eine Farbreaktion katalysiert) kombiniert ist. Fir die diagnostische
Anwendung von Antikérpern an formalinfixiertem Gewebe missen zwei wesentliche Aspekte berlcksichtigt
werden, nadmlich die Einflisse der Formalinfixierung auf Proteine und ihre Reaktivitat mit Antikbpern und die
biologische Variabilitdt von verschiedenen Antikrpern gegen ein und dasselbe Zielprotein. Die Fixation von
Geweben erfolgt weltweit in der Regel mit Formalin. Die Fixation dient der Verhinderung der Autolyse von
Gewebe nach Entnahme aus der Blutversorgung. Formalin induziert hierfiir eine Quervernetzung von Protei-
nen untereinander. Dies flhrt zu einer sehr guten Praservation des Gewebes, aber auch zu Veranderungen
der Proteinstruktur und verhindert unter Umstanden die Zuganglichkeit zahlreicher Epitope, welche deswegen
von Antikérpern nach Fixation nicht erkannt werden kénnen. Die formalininduzierten Proteinvernetzungen kén-
nen zumindest teilweise durch eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung (HIER; heat induced epitope retrieval)
reversiert werden. Das HIER Verfahren besteht in einer starken Erhitzung der fir die Immunohistochemie
vorgesehenen Schnitte in einer wassrigen Lésung, wobei Temperaturen von bis zu 100°C oder 121°C (im

Autoklav) verwendet werden.

Die biologische Variabilitat von Antikérpern ist dadurch bedingt, dass unterschiedliche Hersteller von Antikér-
pern fir ein bestimmtes Zielprotein fur die Antikbrperproduktion eine Immunantwort in einem Labortier auslé-
sen und danach einen oder mehrere Antikérper fur die Erzeugung eines Produktes auswéhlen. Da es nicht
maoglich ist, bei diesem Auswahlverfahren primar den am besten geeigneten Antikérper fir Anwendung an
formalinfixiertem Gewebe zu bestimmen, unterscheiden sich unterschiedliche Antikérperklone immer in ihren
Farbeeigenschaften, wobei die Unterschiede dramatisch sein kénnen. Haufig kommen auch antikdrperspezi-
fische Kreuzreaktivitdten vor. Daten aus der Literatur, welche fir ein bestimmtes Zielprotein mit einem Anti-
korper X erzielt worden sind, kénnen deswegen nicht automatisch fur Untersuchungen mit dem Antikérper Y

als MaBstab herangezogen werden.

Die internationale Arbeitsgruppe fiir Antikdrpervalidierung (international working group for antibody validation,
IWGAV) hat deswegen empfohlen, dass Antikérper, welche fir die Anwendung an formalinfixiertem Gewebe
verwendet werden sollen, auch spezifisch fur diese Anwendung validiert werden sollten. Die von der IWGAV
empfohlenen Verfahren sind der Vergleich mit einer zweiten unabhangigen Methode zur Expressionsmes-
sung, oder der Vergleich einer Antikérperfarbung mit der Farbung eines zweiten, unabhéngigen Antikérpers

gegen das gleiche Zielprotein.

3.5 CPA1 Immunhistochemie

Frisch hergestellte TMA-Schnitte wurden an einem Tag und in einem einzigen Experiment gefarbt. Hierfir
wurden die Schnitte zunachst mit Xylol deparaffiniert, mittels einer absteigenden Alkoholreihe dehydriert und
fur 5 Minuten einer HIER-Prozedur in einem Autoklav bei 121°C in einer Pufferlésung mit pH7,8 (TRIS-EDTA-
Puffer) unterzogen. Die im Gewebe immer vorhandene endogene Peroxidase wurde mit einem kommerziellen
Reagenz (REAL Peroxidase-Blocking Solution von Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) blockiert, da

sie sonst mit dem spéater nachfolgenden Detektionssystem reagieren wiirde. Der Primarantikérper fir CPA1
13



(Maus, monochlonal, MSVA 601M, MS Validated Antibodies, Hamburg, Deutschland), wurde bei 37°C fir 60
Minuten bei einer Verdinnung von 1:150 appliziert. Zur Visualisierung des gebundenen Antikdrpers wurde
das kommerzielle Detektionssystem (EnVision Detection System Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse kit, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) nach Herstellerangaben verwendet. Es besteht aus einem Sekundéaran-
tikbrper, der mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist und den Farbstoff Diaminobenzidine (DAB) von Farblos
nach Braun umschlagen lasst. Die Schnitte wurden mit Himalaun gegengefarbt. Zur Auswertung der Schnitte
wurden flr jeden Tumor-Spot der prozentuale Anteil positiver Tumorzellen und die Farbeintensitat abgeschatzt
(0, 1+,2+,3+). Fur statistische Auswertungen wurden die Farbeergebnisse in vier Gruppen kategorisiert (ne-

gativ, schwach positiv, maBig stark positiv, stark positiv). Die Kriterien flr die Einteilung der Tumoren in diese

Gruppen sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: IHC Scoring Kriterien

Farbeintensitat Tumorzellen Férbung in %

negativ 0 0%

schwach positiv 1+ <70%

schwach positiv 2+ < 30%

méBig stark positiv 1+ > 70%

méBig stark positiv 2+ 31% - 70%

maBig stark positiv 3+ <30%

stark positiv 2+ >70%

stark positiv 3+ > 30%

3.6  Statistik

Statistische Evaluationen wurden mit der Software JMP14 (SAS Institute Inc, Cari, NC, USA) vorgenommen.
Mehrfelder-Tests und Chi Quadrat Tests wurden zur Klarung von statistischen Beziehungen zwischen mole-
kularen Befunden und kategorischen Daten verwendet. Ein p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant

angenommen.

14



4 Ergebnisse

41  Technische Aspekte

Von 15.680 Tumorgewebeproben waren in unserer TMA-Analyse letztlich 12,274 (87,3%) auswertbar. Ursa-
chen fir nicht interpretierbare Gewebeproben waren entweder das Fehlen von eindeutigen Tumorzellen auf
den Gewebespots oder das vollstdndige Fehlen von einzelnen Gewebespots auf den untersuchten TMA-

Schnitten. Mindestens vier Gewebeproben waren fiir jede Normalgewebskategorie auswertbar.

4.2 CPA1 in Normalgewebe

Eine starke (3+) zytoplasmatische CPA1 Farbung fand sich ausschlieBlich im Pankreas und die Farbung war
insbesondere in azindren Zellen deutlich erkennbar (Abbildung 4A). Allerdings fand sich bei mehreren Prapa-
raten auch in der Umgebung der stark CPA1 positiven azindren Zellen eine Anfarbung von entweder Stroma
oder von Gangstrukturen (Abbildung 4B). In allen anderen Normalgewebetypen lieB sich kein CPA1 nachwei-
sen. Dazu gehérten insbesondere Skelettmuskel, Herzmuskel, glatte Muskulatur, Myometrium des Uterus,
Corpus spongiosum des Penis, Ovar (einschlieBlich Corpus Luteum oder Theca, interne Zysten), Fett, Haut
(einschlieBlich Haarfollikeln und Talgdriisen), nicht-verhornendes Plattenepithel von Lippe, Mundhéhle, Ton-
sille, Ektozervix oder Osophagus. Ubergangsepithel des Analkanals, Urothel von Nierenbecken und Harn-
blase, Dezidua, Plazenta, Lymphknoten, Milz, Thymus, Tonsille, Gastrointestinale Schleimhaut (Magen, Duo-
denum, lleum, Appendix, Kolon, Rektum), Gallenblase, Leber, Speicheldriisen (Parotis, Submandibulardriise,
Sublingualdriise, Brunner Driisen), Niere, Prostata, Samenblase, Nebenhoden, Hoden, respiratorisches
Epithel und Driisen von Bronchien und paranasalen Sinus, Lunge, Mamma, Endozervix, Endometrium, Eilei-
ter, Follikel, Zysten und Stroma des Ovars, Nebennieren, Nebenschilddrisen, Kleinhirn, GroBhirn und Hypo-
physen. Beispiele von CPA1 negativen Geweben sind in Abbildung 5 dargestellt. Eine Ubersichtsaufnahme
des CPA1 gefarbten Normalgewebe TMAs zeigt die Dominanz der CPA1 Farbung im Pankreasgewebe (Ab-
bildung 4C). Zuséatzlich findet sich ein CPA1 positiver Spot im Bereich der Thymus Gewebe. An dieser Stelle

wurde irrtimlicherweise ein Pankreas Gewebefragment anstelle eines Tonsillen Fragmentes eingesetzt.
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Abbildung 4: CPA1-Immunféarbung in nor-
malen Geweben. A) VergréBerung eines
Microarray-Gewebepunkts, der eine starke
CPA1-Farbung im Azinusparenchym des
Pankreas zeigt. Keine Farbung in den
Langerhans-Inseln*. B) Anfarbung von
Stroma oder Gangstrukturen (gelbes Re-
check vergréBert) in der Umgebung der
stark CPA1 positiven azindren Zellen, C)
Uberblick (iber den Microarray fiir Normal-
gewebe. Acht Spots des Azinuspa-
renchyms in einer Reihe zeigen eine starke
CPA1-Farbung (schwarzes Rechteck). In
der Reihe mit dem Thymusgewebe wurde
falschlicherweise Azinusparenchym ge-
stanzt (roter Kreis).

&CB306%Q

Abbildung 5: Negative CPA1-Immunfarbung in Normalgeweben: A) Colon, B) Appendix, Muskelwand, C)
Magen, D) Leber, E), Duodenum, Brunner Drisen, F), Aorta, Endothelium, G), Plazenta, reif, H), Schilddrise,

I) Hoden, J) Skelettmuskel, K) Plazenta.

A ; B
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4.3 3.3 CPA1in Tumoren

Eine starke zytoplasmatische CPA1 Positivitét fand sich in 6 von 6 bereits initial als Azinuszellkarzinom diag-

nostizierten Tumoren (Abbildung 6).

Abbildung 6: Starke zytoplasmatische CPA1-Immunfarbung in der 6 initial als Azinuszellkarzinomen des Pan-
kreas diagnostizierten Tumoren.

Zuséatzlich fand sich eine starke CPA1 Immunfarbung auch in finf Tumoren, welche urspriinglich als neuroen-
dokrinen Tumoren (n=1) neuroendochrine Karzinome (n=2) oder Adenokarzinome des Pankreas (n=2) klas-
sifiziert worden waren sowie in einem weiteren Tumor, welcher initial als ein neuroendokrines Karzinom des
Pankreas (groBzellige Variante) beurteilt worden war. Nach ausgedehnter histologischer Re-Evaluierung
durch vier verschiedene Pathologen (Sarah Minner, Guido Sauter, Till Clauditz und Frank Jacobsen) wurden
alle diese Tumoren letztlich aber als Azinuszellkarzinome oder gemischte azinare, neuroendokrine Karzinome
umklassifiziert. Histologische Bilder und die Ergebnisse weiterer Immunfarbungen dieser schlussendlich zu

Azinuszellkarzinomen umklassifizierten Tumoren sind in Abbildung 7 dargestellit.
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Abbildung 7: Morphologische und immunhistochemische Befunde von 6 Tumoren, die in dieser Studie re-
klassifiziert wurden.

Example of a

LStraightforward" acinar
cell carcint

Hematoxylin eosin
staining

Chymotrypsin
immunostaining

Synaptophysin
immunostaining

Initial diagnosis Acinar cell carcinoma Ductal A it of ine T i i A
the pancreas (G3) Carcinoma, large cell Carcinoma, large cell pancreas Carcinoma (NEC, G3)
variant (NEC, G3) variant (NEC, G3)

e v

CPA1 immunostaining

Final diagnosis Acinar cell carcinoma Acinar cell carcinoma probably Acinar cell probably Acinar cell probably Mixed acinar- Acinar cell carcinoma Acinar cell carcinoma
carcinoma - see carcinoma - see endocrine carcinoma
comment* comment* (MAEC) - see comment*

*Comment: Case #2 and Case #3 do not fulfill the “classic” criteria for a acinar cell carcinoma, but since they show a strong CPA1 immunostaining we would favour the diagnosis acinar cell carcinoma. **Comment: Case #4 shows the typical morpology of a
neuroendocrine carcinoma (large cell variant). Since parts of the tumor show moderate to strong CPA1 staining, we would favour the diagnosis mixed acinar-endocrine carcinoma (MAEC).

Eine eindeutige tumorale CPA1 Farbung fand sich in keinem der 12 262 evaluierten weiteren Tumoren von
134 verschiedenen Tumortypen und Subtypen (Tabelle 4). Zu den untersuchten Tumoren gehdérten auch 128

Azinuszellkarzinome von Speicheldriisen.

Tabelle 4: CPA1-Immunférbung in Tumoren (Hinweis: Alle reklassifizierten Félle sind in dieser Tabelle enthal-
ten. Alle positiven Félle sind grau unterlegt).

CPA1 Immunférbung

auf TMA Analysier- negativ schwach moderat stark

(n) bar (n) (%) (%) (%) (%)
Tumoren der Haut Pilomatrixom 35 32 100.0 0.0 0.0 0.0
Basalzellkarzinom 88 56 100.0 0.0 0.0 0.0
Benigner Naevus 29 26 100.0 0.0 0.0 0.0
Plattenepithelkarzinom der 20 82 100.0 0.0 0.0 0.0
Haut
Malignes Melanom 48 44 100.0 0.0 0.0 0.0
Merkellzellkarzinom 46 44 100.0 0.0 0.0 0.0
Kopf Hals Tumoren | onePihelkarzinom des 110 96 1000 00 00 00
arynx
Plattenepithelkarzinom des 60 46 100.0 0.0 0.0 0.0

Pharynx
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CPA1 Immunfarbung

auf TMA Analysier- negativ schwach moderat stark
(n) bar (n) (%) (%) (%) (%)

Plattenepithelkarzinom des 130 118 100.0 0.0 0.0 0.0
Mundbodens
Pleomorphes Adenom der 50 44 1000 0.0 00 00
Glandula parotis
Warthin Tumor der Glandula 104 91 100.0 0.0 0.0 0.0
parotis
Adenokarzinom, NOS (Pa- 14 12 1000 0.0 00 00
pillares Zystadenokarzinom)
Speichelgangskarzinom 15 12 100.0 0.0 0.0 0.0
Adenoiq-zystis?hes Karzinom 181 128 100.0 0.0 0.0 0.0
der Speicheldriise
Adenokarzinom NOS der 109 69 1000 0.0 00 00
Speicheldrise
Azinusﬂzellkarzinom der Spei- 180 99 100.0 0.0 0.0 0.0
cheldriise
Basglzell-Afjenokarzinom der o5 21 100.0 0.0 0.0 0.0
Speicheldrise
Basalzell-Adenom der Spei- 101 86 1000 0.0 00 00
cheldriise
Epithelial-myogpitheli?les Kar- 53 51 100.0 0.0 0.0 0.0
zinom der Speicheldriise
Mukoepidermoid-Karzinom 343 239 1000 00 00 00
der Speicheldriise
Myo.epitheli_ales Karzinom der 29 20 100.0 0.0 0.0 0.0
Speicheldrise
My_{oepitheliom der Speichel- 11 9 100.0 0.0 0.0 0.0
druse
Onkozytares Karzinom der 12 12 1000 0.0 00 00
Speicheldrise
Polymorphes Adenpkarzirpm, 41 32 100.0 0.0 0.0 0.0
low grade, der Speicheldriise
Pleomorphes Adenom der 53 32 1000 0.0 00 00
Speicheldrise

Tumoren der Lung, Adenokarzinom der Lunge 246 160 100.0 0.0 0.0 0.0

Pleura und Thymus
Plattenepithelkarzinom der 130 65 100.0 0.0 0.0 0.0
Lunge
Kleinzelliges Karzinom der 20 16 100.0 0.0 0.0 0.0
Lunge
Mesothelium, epitheloid 39 32 100.0 0.0 0.0 0.0
Mesothelium, anderer Typ 76 63 100.0 0.0 0.0 0.0
Thymom 29 29 100.0 0.0 0.0 0.0
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CPA1 Immunfarbung

auf TMA Analysier- negativ schwach moderat stark
(n) bar (n) (%) (%) (%) (%)

Tumoren _des weibli- Platt.enepithelkarzinom der 78 63 100.0 0.0 0.0 0.0
chen Genitaltraks Vagina

Plattenepithelkarzinom der 130 116 100.0 0.0 0.0 0.0

Vulva

Plattgnepithelkarzinom der 130 124 100.0 0.0 0.0 0.0

Zervix

Endgmetr|0|des Endometrium- 236 503 100.0 0.0 0.0 0.0

karzinom

Serdses Endometriumkarzi- 82 72 100.0 0.0 0.0 00

nom

Karzinosarkom des Endomet- 48 38 100.0 0.0 0.0 0.0

riums

Endometriumkarzinom, de-

diff/undift. 13 13 100.0 0.0 0.0 0.0

Endometriumkarzinom, klar- 8 7 100.0 0.0 0.0 0.0

zellig

Endometrioides Ovarialkarzi- 110 91 100.0 0.0 0.0 0.0

nom

Serdses Ovarialkarzinom 559 462 100.0 0.0 0.0 0.0

Muzinéses Ovarialkarzinom 96 71 100.0 0.0 0.0 0.0

Klarzelliges Ovarialkarzinom 50 40 100.0 0.0 0.0 0.0

Karzinosarkom der Ovarien 47 38 100.0 0.0 0.0 0.0

Brennertumor 9 9 100.0 0.0 0.0 0.0
Tumoren der Mamma  @mmakarzinom,kein speziel- 344 1185 1000 0.0 00 00

ler Typ (NST)

Mammakarzinom, lobular 294 236 100.0 0.0 0.0 0.0

Mammakarzinom, medullar 26 26 100.0 0.0 0.0 0.0

Mammakarzinom, tubular 27 26 100.0 0.0 0.0 0.0

Mammakarzinom, muzins 58 44 100.0 0.0 0.0 0.0

Phylloider Tumor der Brust 50 47 100.0 0.0 0.0 0.0
Tumoren des Verdau- - qenom, low grade 50 49 1000 0.0 00 00
ungstraktes

Colonadenom, high grade 50 49 100.0 0.0 0.0 0.0

Adenokarzinom des Kolons 956 721 100.0 0.0 0.0 0.0
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CPA1 Immunfarbung

auf TMA Analysier- negativ schwach moderat stark
(n) bar (n) (%) (%) (%) (%)
Adenokarzinom des Magens, 5 129 1000 0.0 00 00
diffuser Typ
Adenokarzinom des Mages, 224 134 1000 0.0 00 00
intestinaler Typ
Adepokarzinom des Magens, 62 47 100.0 0.0 0.0 0.0
gemischter Typ
g\gsemkarz'”om des Osopha- 444 60 1000 0.0 00 00
Plattenepithelkarzinom des 124 42 100.0 0.0 0.0 0.0
Osophagus
Analkanal Plattenepithelkarzi- 91 78 100.0 0.0 0.0 0.0
nom
Cholangiozellulares Karzinom 114 108 100.0 0.0 0.0 0.0
Hepatozellulares Karzinom 50 50 100.0 0.0 0.0 0.0
Duktales Adenokarzinom des 662 449 100.0 0.0 0.0 0.0
Pankreas
Aden.okarzinom der Papilla 119 75 100.0 0.0 0.0 0.0
vateri
Azinuszellkarzinom des Pan- 11 11 0.0 0.0 18.2 818
kreas
Gemlscht-azmares endokrines 1 1 0.0 0.0 0.0 100.0
Pankreaskarzinom
Gastrointestinaler Stromatu-
mor (GIST) 50 49 100.0 0.0 0.0 0.0
VTV‘;';‘:"’" derHarn- \; inelkarzinom pT2-4 G3 1207 613 1000 0.0 00 00
Kleinzelliges Harnblasenkarzi- 18 18 100.0 0.0 0.0 0.0
nom
Urothelkarzinom, sarkomatoid 25 24 100.0 0.0 0.0 0.0
Nierenzellkarzinom, klarzellig 858 759 100.0 0.0 0.0 0.0
Nierenzellkarzinom, papillar 255 208 100.0 0.0 0.0 0.0
Nierenzellk.a_ljzinom, klarzellig 21 19 100.0 0.0 0.0 0.0
tubulo-papilléar
Nierezellkarzinom, chromo- 131 118 100.0 0.0 0.0 0.0
phob
Onkozytom 177 147 100.0 0.0 0.0 0.0
Tumoren des méannli- Adenokarzinom der Prostata
chen Genitaltrakts Gleason 3+3 83 9 100.0 0.0 0.0 0.0
Adenokarzinom der Prostata 80 73 100.0 0.0 0.0 0.0

Gleason 4+4
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CPA1 Immunfarbung

auf TMA Analysier- negativ schwach moderat stark
(n) bar (n) (%) (%) (%) (%)
Adenokarzinom der Prostata 85 80 100.0 0.0 0.0 0.0
Gleason 5+5 ’ ) ) )
Adenokarzinom der Prostate
(Rezidiv nach Therapie) 261 231 100.0 0.0 0.0 0.0
Kleinzelliges Prostatakarzi- 17 16 100.0 0.0 0.0 0.0
nom . . . .
Seminom 621 444 100.0 0.0 0.0 0.0
Embryonales Karzinom (Ho-
den) 50 39 100.0 0.0 0.0 0.0
Dottersacktumor 50 32 100.0 0.0 0.0 0.0
Teratom 50 44 100.0 0.0 0.0 0.0
Plattenepithelkarzinom des
Penis 80 66 100.0 0.0 0.0 0.0
Tumoren der endokri- ;44 isenadenom 114 108 1000 00 00 00
nen Organe
Schilddriisenkarzinom, pa- 392 361 100.0 0.0 0.0 00
pillar ) ) ) )
Schilddriisenkarzinom, folliku- 158 147 100.0 0.0 0.0 00
lar . . . .
Schilddriisenkarzinom,
medullir 107 100 100.0 0.0 0.0 0.0
Schilddriisenkarzinom, ana-
plastisch 45 43 100.0 0.0 0.0 0.0
Nebennieren-Adenom 50 44 100.0 0.0 0.0 0.0
Nebennieren-Karzinom 26 26 100.0 0.0 0.0 0.0
Ph&ochromozytom 50 50 100.0 0.0 0.0 0.0
Neuroendokriner Tumor (NET) 2 12 100.0 0.0 0.0 0.0
des Appendix ’ ’ ’ )
Neuroendokriner Tumor
(NET), kolorektal 11 10 100.0 0.0 0.0 0.0
Neuroendokriner Tumor (NET) 49 46 100.0 0.0 0.0 0.0
des lleum ’ ’ ’ )
Neuroendokriner Tumor (NET)
der Lunge 19 17 100.0 0.0 0.0 0.0
Neuroendokriner Tumor (NET)
des Pankreas 98 87 100.0 0.0 0.0 0.0
Neuroendokrines Karzinom
(NEC), kolorektal 12 10 100.0 0.0 0.0 0.0
Neuroendokrines Karzinom 4 4 100.0 0.0 0.0 00

(NEC) der Gallenblase
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CPA1 Immunfarbung

auf TMA Analysier- negativ schwach moderat stark
(n) bar (n) (%) (%) (%) (%)
Neuroendokrines Karzinom
(NEC) des Pankreas 14 14 100.0 0.0 0.0 0.0
Tumore des hdmoto-
poetischen und lym- Hodgkin-Lymphom 103 76 100.0 0.0 0.0 0.0
phatischen Gewebes
Non Hodgkin-Lymphom 62 54 100.0 0.0 0.0 0.0
Non Hodgkin-Lymphom, B- 50 30 1000 00 00 00
CLL
Non Hodgkin-Lymphom,
DLCBCL 114 94 100.0 0.0 0.0 0.0
Non Hodgkin-Lymphom, Folli- - gg 63 1000 0.0 00 00
kular
;‘gl? Hodgkin-Lymphom, T- 24 16 1000 0.0 00 00
Mantelzelllymphom 18 13 100.0 0.0 0.0 0.0
Marginalzonenlymphom 16 10 100.0 0.0 0.0 0.0
Diffus groBzelliges B-Zell
Lymphom (DLBCL), Hoden 16 13 100.0 0.0 0.0 0.0
Burkitt Lymphom 5 1 100.0 0.0 0.0 0.0
Tumore der Weichteile Riesenzell-Sehnenscheiden 45 44 100.0 0.0 0.0 0.0
und Knochen Tumor
Granularzelltumor 53 44 100.0 0.0 0.0 0.0
Leiomyom 50 48 100.0 0.0 0.0 0.0
Leiomyosarkom 87 84 100.0 0.0 0.0 0.0
Liposarkom 132 129 100.0 0.0 0.0 0.0
Maligner peripherer Nerven-
scheidentumor (MPNST) 13 1 1000 00 0000
Myofibrosarkom 26 26 100.0 0.0 0.0 0.0
Angiosarkom 73 66 100.0 0.0 0.0 0.0
Angiomyolipom 91 91 100.0 0.0 0.0 0.0
Dermatofibrosarcoma protu- 29 18 100.0 0.0 0.0 0.0
berans
Ganglioneurom 14 13 100.0 0.0 0.0 0.0
Kaposi Sarkom 8 6 100.0 0.0 0.0 0.0
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CPA1 Immunfarbung

auf TMA Analysier- negativ schwach moderat stark

(n) bar (n) (%) (%) (%) (%)
Neurofibrom 117 96 100.0 0.0 0.0 0.0
Sarkom, NOS (not otherwise 75 59 1000 00 00 00
specified)
Paragangliom 41 37 100.0 0.0 0.0 0.0
Primitiver neuroektodermaler
Tumor (PNET) 23 18 100.0 0.0 0.0 0.0
Rhabdomyosarkom 7 7 100.0 0.0 0.0 0.0
Schwannom 121 106 100.0 0.0 0.0 0.0
Synovialsarkom 12 11 100.0 0.0 0.0 0.0
Osteosarkom 43 35 100.0 0.0 0.0 0.0
Chondrosarkom 38 17 100.0 0.0 0.0 0.0

4.4  CPAT1 Heterogenitat in Azinuszellkarzinomen

Zur Klarung der Frage, ob méglicherweise eine fokale CPA1 Expression auch in nicht-azinaren Prostatatumo-
ren vorkommen kénnte, wurden GroBschnitte von 17 duktalen Adenokarzinomen und 20 neuroendokrinen
Tumoren des Pankreas zusammen mit einem Heterogenitats-TMA mit Proben von duktalen Pankreaskarzino-
men untersucht. Der Heterogenitats-TMA beinhaltete je 6 von mehreren verschiedenen Blécken enthommene
Gewebeproben von 224 duktalen Adenokarzinomen des Pankreas. In diesem Heterogenitats-TMA waren bei
219 von 224 Primartumoren mindestens 2 von 6 Proben auswertbar, wobei mindestens drei Spots in 206,
mindestens vier in 182, mindestens finf in 134 und alle sechs von 56 Primartumoren auswertebar waren. Die
Zahl auswertbarer Proben reichte von null bis sechs bei Primartumoren und von null bis drei bei Metastasen.
Eine kraftige CPA1 Farbung (aller Proben des entsprechenden Tumors) fand sich im Heterogenitats-TMA nur
in einem Fall eines Azinuszellkarzinoms, welches vorher félschlicherweise als duktales Adenokarzinom des
Pankreas interpretiert worden war. Alle anderen 224 Tumoren zeigten keinerlei CPA1 Anfarbung von Tumor-
zellen. Es fand sich aber in mehreren Proben eine schwache oder maBiggradige Anfarbung von Stroma oder

auch Tumorzellen in Umgebung von stark CPA1 positiven Pankreasgewebe (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Beispiele fur artifizielle Anfarbung von Gewebestrukturen in der Umgebung von stark CPA1-
exprimierenden Zellen. A-B) Schwach angefarbte Zellen von Adenokarzinomen neben stark positivem Pan-
kreas-Normalgewebe. C) Ein CPA1-negativer neuroendokriner Tumor mit einigen ,positiven” Tumorzellen in
der Nahe des normalen Pankreasgewebes. D) Starke Anfarbung des Stromas zwischen den Zellen eines
Azinuszellkarzinoms.
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5 Diskussion

Die Daten dieser Studie zeigen eine nahezu perfekte Sensitivitat und Spezifitdt der CPA1 Immunhistochemie

far den Nachweis von Azinuszellkarzinomen des Pankreas.

Angesichts der GréBe der durchgefiihrten Studie war es von zentraler Bedeutung, mit perfekt validierten An-
tikbrpern zu arbeiten. Da die Zielstrukturen der Antikérper, die Proteine, durch die Formalinfixierung in ihrer
Struktur verandert werden, ist die Zuganglichkeit der einzelnen Epitope oftmals behindert. Die Validierungs-
prozesse kommerziell erhaltlicher Antikérper beinhalten in der Regel allerdings ausschlieBlich Untersuchun-
gen an nativen Proteinen, entweder durch ELISA, Western Blot, oder Protein Mikroarrays. Ein Antikérper, der
sein Zielprotein an unfixiertem Gewebe spezifisch und sensitiv erkennt, ist deswegen nicht automatisch auch
an formalinfixiertem Gewebe anwendbar. Die internationale Arbeitsgruppe flur Antikérpervalidierung (interna-
tional working group for antibody validation, IWGAV) hat deswegen vorgeschlagen, dass die Validierung von
Antikérpern, welche an formalinfixiertem Gewebe zur Anwendung kommen sollen, mindestens eines von zwei
moglichen Verfahren umfasst. Diese Methoden beinhalten entweder den Vergleich mit einer anderen Methode
zur Expressionsmessung, oder aber der Vergleich mit Farbeergebnissen, welche mit einem zweiten, unab-
hangigen Antikorper erzielt werden. Fir CPA1 erwies sich die Antikérpervalidierung als besonders einfach,
denn drei unabhangige RNA Screeningstudien einschlieBlich des Phantom 5 Projekts 19.20, des ,Genotype
Tissue Expression Projects (GTEx)“ 2! und des ,The Cancer Genome Atlas (TCGA)“ - zusammengefasst in
der Datenbank des Human Protein Atlas 22 - zeigen lbereinstimmend, dass CPA1 ausschlieBlich in Pankreas-
gewebe vorkommt. Die komplette Spezifitat flir Pankreasgewebe entspricht exakt den Befunden unserer im-
munhistochemischen Untersuchung von Normalgewebe. Unsere immunhistochemischen Daten machen zu-
dem deutlich, dass die CPA1-Positivitat im Wesentlichen den Azinuszellen des Pankreas zuzuordnen ist, wéh-
rend die anderen Strukturen, wie Pankreasgange oder Zellen der Langerhans-Inseln, keine eindeutige CPA1
Positivitat aufweisen. Die Limitierung der CPA1 Expression auf azindre Pankreaszellen passt auch gut zur
Funktion von CPA1, denn das Protein gehért zu den wichtigsten sekretorischen Enzymen des Pankreas. Die
komplette Limitierung der immunhistochemisch nachweisbaren CPA1 Expression auf pankreatische Azinus-
zellen signalisiert, dass die CPA1 Expression im menschlichen Kérper tatsachlich auf diesen Zelltyp be-
schréankt ist. Es ist zwar anzumerken, dass das Fehlen einer messbaren Expression von CPA1-RNA in allen
extrapankreatischen Organen die Expression des Gens in kleinen Subpopulationen oder in geringer Menge
nicht komplett ausschlieBt. Da die RNA-Untersuchung von Organen immer eine gleichzeitige Analyse samtli-
cher Gewebe- und Zelltypen eines Organs umfasst, kénnen kleine Subpopulationen bei RNA-Untersuchungen
in dem Gemisch aller Zelltypen dem Nachweis entgehen. Die ungewdhnlich umfassende Normalgewebsana-
lyse unserer Studie (76 verschiedene Normalgewebskategorien wurden untersucht) ergab allerdings keinerlei
Hinweise auf die Expression von CPA1 in einer kleinen Subpopulation von 75 untersuchten extra pankreati-
schen Normalgewebstypen. Das véllige Fehlen von positiven Farbereaktionen in all diesen Organen erbringt
auch eine hohe Evidenz firr das Fehlen von Kreuzreaktivitdten unseres Antikérpers MSVA-601M. Es ist her-
vorzuheben, dass die Untersuchung von allen bei adulten Menschen vorkommenden Gewebetypen sicher-
stellt, dass praktisch alle Proteine des menschlichen Koérpers in die Spezifitdtsuntersuchung mit eingingen,

sodass eine ungewdhnlich hohe Chance besteht, dass Proteine, mit denen unser Antikérper Kreuzreagieren
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kénnte, in der Untersuchung auch enthalten waren. Die klassische Validierung von Antikérpern erfolgt an KO
(knock out)-Zelllinien, wobei Zelllinien vor und nach dem kinstlichen Ausknocken des Zielproteins mit dem
Antikérper untersucht werden. Das gewunschte Ziel dieses Validierungsexperimentes ist eine sichtbare Wes-
tern Blot Bande vor dem ,,Ausknocken® und der Verlust dieser Western Blot Bande nach dem , Ausknocken*
des Proteins. Wéhrend dieses Validierungsverfahren die Bindung eines validierten Antikdrpers an sein Ziel-
protein beweist, werden unerwiinschte Kreuzreaktionen des Antikdrpers aber in keiner Weise ausgeschlos-
sen, da die verwendete KO-Zelllinie nur einen einzigen Zelltyp abbildet und damit naturgemaB nicht alle im

menschlichen Kérper vorkommenden Proteine beinhaltet.

In unserer Untersuchung wurden 12,274 menschliche Tumoren von 134 verschiedenen Tumortypen und Sub-
typen erfolgreich untersucht. Die sehr groBe Zahl erfolgreich untersuchter Tumoren wurde erméglicht durch
die Anwendung der TMA-Technik und die erheblichen Vorarbeiten, die in friiheren Jahren von Mitarbeiterinnen
und Mitarbeitern des Instituts sowie zahlreichen Doktoranden erbracht wurden. NaturgemaB ware es einer
Einzelperson nicht mdglich, eine Kohorte von mehr als 10.000 Tumoren immunohistochemisch zu untersu-
chen. Zu den Vorteilen des TMA-Verfahrens gehort, neben der hohen Geschwindigkeit und niedrigen Kosten
pro durchgefiihrter Studien, vor allem das hohe AusmaB der Standardisierung, welches auch die pro Tumor
evaluierte Gewebemenge beinhaltet. Die standardisierte, aber kleine Menge an pro Patienten untersuchtem
Tumormaterial (Durchmesser 0,6 Millimeter) hatte zu Diskussionen gefiihrt, inwieweit TMA-Untersuchungen
zu Ergebnissen ergeben kénnen, welche fir die einzelnen Tumore reprasentativ sind 18. Tatsachlich haben
TMA-Studien in der Vergangenheit aber samtliche bekannten Assoziationen zwischen molekularen Parame-
tern und den klinischen Verlauf von Tumorerkrankungen bestatigt. So wurden bei Mammakarzinomen die
prognostische Relevanz des Ki-67-Labeling Index 23 der HER2 Amplifikation 23. 24, der Expression von Ostro-
gen- und Progesteronrezeptor 23, und den Amplifikationen von MYC, MDM2 oder CyclinD1 23 in TMA-Studien
bestétigt. Beim Harnblasenkarzinom wurde eine prognostische Bedeutung von p53, Ki67-Labeling Index und
sogar einem morphologischen Grading am TMA validiert 25 26, Beim Prostatakarzinom wurde die prognosti-
sche Bedeutung des Ki-67-Labeling Index sowie von PTEN-Deletion oder p53-Alterationen am TMA validiert
25,26, Darliber hinaus wurden zahlreiche neue molekulare Prognoseparameter fiir das Prostatakarzinom durch
die UKE-Arbeitsgruppe an TMAs identifiziert 27-36. Nur eine einzige Studie hatte in der Vergangenheit die Nltz-
lichkeit von klassischen traditionellen GroBschnitten und TMAs fiir die Identifikation von Prognosemarker ver-
gleichend an einem groBen Patientenkollektiv untersucht. Dabei hatten Torhorst et al. 18 an mehr als 500
Mammakarzinomen die Expression von ER, PR und p53 sowohl an vier verschiedenen TMAs als auch an
GroBschnitten der Spenderbldcke fiir diese TMAs vergleichend untersucht. Fir ER und PR fanden sich zwar
leicht héhere Positivitatsraten in GroBschnitten als an TMAs, aber fir alle Daten einen hochsignifikanten Zu-
sammenhang mit der Patientenprognose. Fir p53 ergab sich ein anderes Bild. Hier war die Positivitat in vier
verschiedenen TMAs von 15,2%, 19,5%, 20,9% und 40,1% an GroBschnitten aber 42,8%. Da aber nur die
TMA (p=0,001) aber nicht die GroBschnittdaten fir p53 mit der Patientenprognose assoziiert waren, folgerten
die Autoren, dass an GroBschnitten fokale und biologisch irrelevante, méglicherweise artifizielle Befunde zur
Identifikation von biologisch irrelevanten p53 Anfarbungen gefiihrt hatten. Somit spricht die Gesamtheit der
vorliegenden Literatur dafir, dass prognostisch relevanten Befunde, méglicherweise wegen der Standardisie-

rung der untersuchten Gewebemenge, an TMAs besser identifiziert werden kénnen als an GroBschnitten.
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Hervorzuheben ist, dass auch normale GroBschnitte von Tumoren nur einen sehr kleinen Volumenanteil eines
gesamten Tumors zur Untersuchung bringen, sodass auch bei einer GroBschnitt-Untersuchung immer eine
hohe Wahrscheinlichkeit besteht, dass kleine Herde mit molekularen Verédnderungen nicht identifiziert werden.
Bemerkenswert ist auch, dass Gewebespots von 0,6 mm Durchmesser eine Tumormenge zur Untersuchung

bringen, welche der in kleinen Biopsien untersuchbaren Tumormenge &hnelt.

Die immunohistochemische Untersuchung unserer 12,274 Tumoren ergab ein ahnliches ,schwarz-wei3“ Bild
wie bei der Normalgewebeanalyse und identifizierte 12 stark positive Karzinome und 12,262 komplett negative
Tumoren. Es ist bemerkenswert, dass sechs der 12 CPA1 positiven Karzinome urspriinglich nicht als Azinus-
zellkarzinome des Pankreas klassifiziert worden waren. Basierend auf der hochgradigen CPA1 Expression in
normalen Azinuszellen des Pankreas, der absoluten Spezifitdt unseres Assays flir normale Azinuszellen des
Pankreas und der Tatsache, dass alle CPA1 positive Tumoren sowohl primare Neoplasien des Pankreas wa-
ren und eine hochgradige CPA1 Positivitat zeigten, flhlten wir uns gezwungen die initialen Diagnosen dieser
CPAT1 positiven Pankreastumoren zu Uberpriifen. Die Reanalyse ergab fir drei dieser sechs Tumoren, Fall 1,
5 und 6, eine eindeutige Reklassifikation zu einem Azinuszellkarzinom, da die Tumoren neben der CPA1
Positivitat auch zumindest einige der klassischen Kriterien fir die Diagnose eines Azinuszellkarzinomes auf-
wiesen. Zwei Tumoren (Fall 2 und 3) wurden klassifiziert als ,sehr wahrscheinlich Azinuszellkarzinom®, da
diese Tumoren neben der starken CPA1 Positivitat keines der klassischen histomorphologischen Kriterien
eines Azinuszellkarzinoms zeigten und keine oder nur eine fokal schwache Chymotrypsin Positivitat aber eine
fokale Synaptophysin Farbung aufwiesen. Ein Tumor (Fall 4), welcher initial als neuroendokrines Karzinom
(groBzellige Variante) klassifiziert worden war, wurde neu zu einem gemischten Azinuszellkarzinom/neuroen-
dokrinen Karzinom klassifiziert, da zwar Anteile des Tumors die typische Morphologie eines neuroendokrinen
Karzinoms aber andere eine maBig-starke bis starke CPA1 Farbung und eine weniger eindeutige Morphologie
aufwiesen. Die morphologischen und immunhistologischen Ergebnisse der reklassifizierten Tumoren sind in
Abbildung 7 dargestellt. Eine Reklassifikation einer gréBeren Zahl von Pankreastumoren zu einem Azinuszell-
karzinom ist nicht Gberraschend, da Azinuszellkarzinome des Pankreas bekannterweise stark divergierende
morphologische Muster aufweisen. Dass 5 von 11 Azinuszellkarzinomen und ein gemischtes azindres endo-
krines Karzinom urspriinglich von den beurteilenden Pathologen nicht korrekt diagnostiziert worden waren,
reflektiert somit die bekannten Schwierigkeiten bei der korrekten Erkennung der seltenen pankreatischen Azi-
nuszellkarzinome. Selbst Experten der gastrointestinalen Pathologie sehen diese Tumorentitat nur selten. In
einer retrospektiven Studie des Instituts fir Pathologie am Johns Hopkins waren in 18 Jahren nur 14 pankre-
atische Azinuszellkarzinome diagnostiziert worden 37. Auch andere Autoren hatten die Schwierigkeiten bei der
Erkennung pankreatischer Azinuszellkarzinome beschrieben. In einer Studie von Basturk et al 38 waren 17 von
107 pankreatischen Azinuszellkarzinom initial als wenig differenzierte neuroendokrinen Karzinomen beurteilt
worden und erst nachtraglich als Azinuszellkarzinome oder gemischte azinare neuroendokrinen Karzinomen

erkannt.

Unsere Daten suggerieren, dass die CPA1 Immunohistochemie bei neu diagnostizierten pankreatischen Tu-
moren mit nicht eindeutiger Morphologie breit zur Anwendung kommen sollte, um die Wahrscheinlichkeit von

klinisch relevanten diagnostischen Fehlklassifikationen von Pankreas Neoplasien zu verhindern. Die hohe
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Sensitivitat der CPA1 Immunohistochemie flr den Nachweis von Azinuszellkarzinom passt zu den Daten einer
kurzlichen Studie, bei welcher ein anderer CPA1 Antikérper an einem Kollektiv von Pankreastumoren zum
Einsatz kam. Said et al. 16 beschrieben eine starke diffuse CPA1 Positivitét in allen 14 untersuchten Azinus-
zellkarzinomen und in allen flnf untersuchten Fallen von gemischten Azinuszellkarzinom/neuroendokrinen
Karzinomen des Pankreas. Allerdings fanden Said et al. eine CPA1 Positivitat auch in zwei von 20 duktalen
Adenokarzinomen, 10 von 20 neuroendokrinen Tumoren, 2 von 20 muzindszystischen Neoplasien und in ei-
nem von 20 soliden pseudopapillaren Tumoren. Die Autoren beschrieben aber eine 95-prozentige Spezifitat
ihrer CPA1 Farbung flr Azinuszellkarzinome, wenn nur flaichenhafte und diffuse Farbungen als CPA1 positiv

bewertet wurden 16.

Obwohl es nicht ausgeschlossen werden kann, dass eine CPA1 Positivitat in nicht-Azinuszellkarzinomen des
Pankreas auch diagnostische Grenzfélle betreffen kénnte, scheint es wahrscheinlicher, dass Unterschiede im
Farbeverhalten der Antikérper und der verwendeten Farbeprotokolle fir die Differenzen zwischen unserer

Studie und den Daten von Said et al verantwortlich sind 6.

Die Reklassifizierung von 6 von 12 unserer Azinuszellkarzinome des Pankreas kénnte als eine Schwéche
unserer Studie interpretiert werden, da die Umklassifizierung offensichtlich einen Einfluss auf die rechnerische
Spezifitdt unseres CPA1 Assays auslibte. Allerdings verénderte sich die Spezifitdt der CPA1 Immunféarbung
fur die Azinuszellkarzinome durch die Reklassifikation ,nur® marginal von 99,5 auf 100%. Auch die Sensitivitat

von 100% fur den Nachweis von Azinuszellkarzinomen ist durch die Reklassifikation nicht tangiert.

Die Untersuchung von GroBschnitten von 20 neuroendokrinen Tumoren und 17 duktalen Adenokarzinomen
und die Analyse eines Pankreas-Adenokarzinom-Heterogenitats-TMAs (gebildet aus bis zu neun Gewebepro-
ben von 224 Pankreaskarzinomen) ergaben keinerlei Anhaltspunkte fur eine fokale CPA1 Expression in nicht-
Azinuszellkarzinomen des Pankreas. Allerdings fand sich in einigen dieser Praparate fokal eine schwache
CPA1 Anfarbung von nicht- Azinuszellkarzinomen, wobei die ,positiven” Tumorareale in unmittelbarer Nach-
barschaft zu stark CPA1 positiven normalen Azinuszellen lagen. Wir interpretieren diese Befunde als Diffusi-
ons- oder Kontaminationsartefakte, welche durch einen Influx von CPA1 Protein aus physiologischerweise
CPA1 exprimierenden normalen Azinuszellen in das umliegende nicht-CPA1 exprimierende Gewebe bedingt
sind. Angesicht der sehr hohen Menge von CPA1 Proteine in normalen Azinuszellen wéare es moglich, dass
ein gewisser Proteinausfluss in das umgebende Gewebe bereits in vivo physiologisch erfolgt. Alternativ ware
es denkbar, dass ein geringer Ausfluss von physiologischem CPA1 Protein durch eine hypoxische Gewebe-
schadigung im Rahmen der intraoperativen oder postoperativen Ischdmie des entnommenen Pankreasgewe-
bes erfolgte, also vor dem Einsetzen einer gewebestabilisierenden Formalinfixation. Unabhéangig von der Ur-
sache fur das Auftreten einer ungewollten Farbung in der unmittelbaren Umgebung von physiologischerweise
sehr stark immunhistochemisch positiven Zellen ist dies ein Phdnomen, was nicht nur fir CPA1 im Pankreas,
sondern auch bei anderen Proteinen und in anderen Organen vorkommt. Beispielsweise fiihrt die Thyreoglo-
bulin Anfarbung von Schilddriisenpréparaten auch regelméaBig zu positiven Farbereaktionen von nicht-Thyre-
oglobulin exprimierenden Neoplasien innerhalb der Schilddrise wie beispielsweise von medullaren Karzino-

men oder gar Lymphomen 39.
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Zusammengefasst zeigen die Daten unserer Studie eine auBerordentliche Spezifitdt der CPA1-Immunfarbung
fir normale und neoplastische Azinuszellen des Pankreas. Aus diesem Grund postulieren wir, dass die CPA1
Immunhistochemie eine Routineprozedur fir die Evaluation von Pankreastumoren mit nicht ganz eindeutiger
Morphologie darstellen sollte. Unsere Daten zeigen auch die auBerordentliche Nitzlichkeit von groBen Gewe-

bescreening Untersuchungen fir die Klarung der Spezifitdt und diagnostischen Nutzlichkeit von Antikérpern.
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6 Zusammenfassung

Carboxypeptidase A1 (CPA1) ist eine Zink-Metalloprotease, die in den Azinuszellen des Pankreas produziert
wird und eine Rolle bei der Spaltung von Aminosauren aus Nahrungsproteinen spielt. In dieser Studie wurde
der Nutzen der immunhistochemischen CPA1-Farbung fir die Diagnose des Azinuszellkarzinoms des Pan-
kreas untersucht. Insgesamt wurden 15.680 Tumorproben von 132 verschiedenen Tumorarten und -subtypen
sowie jeweils 8 Proben von 76 verschiedenen Normalgewebetypen mittels Immunhistochemie in einem
Tissue-Mikroarray-Format analysiert. CPA1 wurde in den Azinuszellen aller normalen Pankreasproben stark
exprimiert, jedoch nicht in anderen normalen Geweben. Eine CPA1-Immunfarbung wurde in 100% von 11
Azinuszellkarzinomen des Pankreas und einem gemischt azinar-endokrinen Karzinom (MAEC) nachgewie-
sen, jedoch nicht in 449 duktalen Adenokarzinomen des Pankreas, 75 Adenokarzinomen der Ampulla Vateri
und 11.739 anderen Tumoren aus 128 verschiedenen extrapankraetischen Tumorentitdten. Eine schwache
bis maBige, diffuse Farbung von Epithel- und Stromazellen des Krebsgewebes in unmittelbarer Nachbarschaft
zu nicht-neoplastischen Azinuszellen des Pankreas trat haufig auf und wurde als Ursache fur die Diffusion des
sehr reichlich vorhandenen CPA1 aus normalen Azinuszellen angesehen, die mdéglicherweise eine autolyti-
sche Zellschadigung erlitten hatten. Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass CPA1 ein hochempfindli-
cher und weitgehend spezifischer Marker fir normale und neoplastische Azinuszellen des Pankreas ist. Die
CPA1-Immunhistochemie erleichtert die sonst oft schwierige Diagnose des Pankreas-Azinuszellkarzinoms er-
heblich.
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7 Summary

Carboxypeptidase A1 (CPA1) is a zinc metalloprotease which is produced in pancreatic acinar cells and plays
a role in cleaving C-terminal branched-chain and aromatic amino acids from dietary proteins. This study as-
sessed the utility of immunohistochemical CPA1 staining for diagnosing pancreatic acinar cell carcinoma. A
total of 15,680 tumor samples from 132 different tumor types and subtypes as well as 8 samples each of 76
different normal tissue types were analyzed by immunohistochemistry in a tissue microarray format. CPA1 was
strongly expressed in acinar cells of all normal pancreas samples but not in any other normal tissues. CPA1
immunostaining was detected in 100% of 11 pancreatic acinar cell carcinomas and one mixed acinar endocrine
carcinoma (MAEC), but absent in 449 pancreatic ductal adenocarcinomas, 75 adenocarcinomas of the am-
pulla Vateri, and 11,739 other evaluable cancers from 128 different tumor entities. A weak to moderate diffuse
staining of epithelial and stromal cells of cancer tissues immediately adjacent to non-neoplastic pancreatic
acinar cells often occurred and was considered to be caused by diffusion of the highly abundant CPA1 from
normal acinar cells that may have suffered some autolytic cell damage. In conclusion, our data show that CPA1
is a highly sensitive and largely specific marker for normal and neoplastic pancreatic acinar cells. CPA1 im-
munohistochemistry greatly facilitates the otherwise often difficult diagnosis of pancreatic acinar cell carci-

noma.
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